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Resumo

Microalgas séo fonte natural de produtos valiosos e possuem potencial de serem
aplicadas em diversos setores produtivos. Dentre a vasta gama de biomoléculas que sintetizam,
os carboidratos, proteinas e lipideos, incluindo os carotenoides, tém importancia na saude
humana. Aliada a potencialidade das microalgas como produtoras de biomoléculas, tem-se que
sua produgdo pode ocorrer em areas que nao competem com a producdo de alimento e ainda,
como seres fotossintéticos que séo, fixam o CO2, um gas do efeito estufa. Dada a plasticidade
fisioldgica das microalgas, técnicas de manipulacdo de sua composic¢do bioguimica tém sido
propostas para 0 aumento de biomoléculas. Neste estudo investigou-se a fisiologia da microalga
Kirchneriella contorta sob diferentes concentragfes de cobre e em duas cores de luz (diodos
emissores de luz — LED), vermelha e azul. Em uma primeira etapa, sob luz branca definimos
uma amplitude de concentracéo de cobre que ndo ocasionasse alteracdo da taxa de crescimento
e em segunda etapa, culturas cultivadas nessas concentracdes foram expostas as luzes branca
(controle), azul e vermelha. Foram determinadas as densidade populacional e taxas de
crescimento, parametros fotossintéticos (PhytoPAM) e concentragdo das biomoléculas clorofila
a, carotenoides, proteinas e carboidratos. Os resultados mostraram que o aparato fotossintético
foi sensivel as mudancas na qualidade da luz e & presenca do cobre. A partir de 1,4x10® mol L
! de Cu?* houve um aumento da dissipacdo nio fotoquimica NPQ, que levou & superacio do
estresse, mantendo os rendimentos fotossintéticos similar ao controle. As biomoléculas
clorofilas a e b, carboidratos e proteinas apresentaram maiores produtividades em
concentracdes intermediarias de cobre nas primeiras 48 h de cultivo sob luz branca. Sob luz
azul e na concentracdo de 3,8x10° mol L de Cu?* livre houve aumento de 50% na
produtividade de carotenoides e carboidratos e de 30% de proteinas. As taxas de crescimento
mantiveram-se sempre similares ao controle, independente da qualidade da luz ou concentracéo
de cobre. Mostramos que, se fornecido em quantidade correta, o cobre pode estimular a
produtividade de biomoléculas, e que essa produtividade pode ser magnificada por sinergismo
mediante combinacdo com LED azul. Essa dupla mostrou-se Otima ferramenta para a
manipulagdo bioquimica e crescimento de Kirchneriella contorta. Este estudo é uma
contribuicdo a biotecnologia de microalgas e ao entendimento da fisiologia e efeitos do cobre

e luz azul e vermelha na microalga, K. contorta uma Chlorophyta de agua doce.

Palavras-chave: microalga, cobre, LEDs, biomoléculas.
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1. Introducéo

As microalgas exercem papel de fundamental importancia nos ambientes aquéaticos, pois
sdo as principais produtoras priméarias (Malapascua et al. 2014) e, portanto, mudanc¢as na
composicao bioguimica, diversidade ou ainda no nimero populacional delas podem impactar
os niveis tréficos superiores (Beauvais-fliick, Slaveykova e Cosio 2019). Além de sua
importancia ambiental, as microalgas sdo promissoras em diversas areas da biotecnologia, tanto
na inddstria alimenticia, como na de cosméticos. Na industria alimenticia relaciona-se aos
alimentos funcionais gracas a sua capacidade de sintetizar compostos bioativos (Camacho,
Macedo e Malcata 2019; Galasso et al. 2019). Na inddstria de cosméticos, sua importancia
relaciona-se aos compostos antioxidantes que elas produzem, com propriedades anti-
inflamatdrias, inibicdo de células tumorais, entre outras (Gong e Miao 2019). Entretanto, a
producdo de biomoléculas por microalgas enfrenta o problema de baixo rendimento, fator que
torna o produto de alto custo e pode, muitas vezes inviabilizar uma produgdo comercial.

O cobre € um micronutriente essencial aos organismos fotossintéticos e, sendo as
microalgas fotossintetizantes, elas sdo grandemente afetadas pelo cobre. Esse metal é requerido
em concentracdes adequadas em varios processos metabdlicos, sendo encontrado em proteinas
carreadoras de elétrons na fotossintese e na respiragdo, assim como em mecanismos de reparo
de estresse oxidativo (Raven et al. 1999; Georgopoulos et al. 2001; Lombardi e Maldonado
2011). Outros efeitos do cobre em microalgas, como reducdo da taxa de divisdo celular e
aumento de seu volume, foram também relatados (Silva et al. 2018). Predominantemente, em
guantidades excessivas, 0 cobre gera um efeito negativo generalizado na microalga, podendo
levar a cultura & morte (Sandmann e Boger 1980; Lombardi e Maldonado 2011; Silva et al.
2018). Tripathi e Gaur (2006) mostraram que o cobre pode ser prejudicial para o rendimento de
biomoléculas, como ocorrido com Scenedesmus sp exposta a 10 uM de cobre, que também teve
sua taxa de crescimento reduzida.

Sabe-se que diversas situacbes de estresse ambiental sdo capazes de induzir
modificagfes bioquimicas nas microalgas, incluindo estresse oxidativo (Pinto et al. 2003;
Bossuyt e Janssen 2004; Lunka e Bayless 2013). Nesse quesito destaca-se 0 estresse por cobre
ou outro metal, podendo levar ao aumento da produtividade de lipidios, carboidratos e/ou
proteinas (Pistocchi et al. 1997; Chia et al. 2013; Silva et al. 2018; Baracho et al. 2019). Mas

estressar microalgas resulta, na maioria das vezes, em concomitante reducdo da taxa de



crescimento (Chia et al. 2013; 2017). Portanto, sob estresse, biomoléculas sdo acumuladas em
detrimento da geracéo de biomassa.

Percebemos que induzir um estresse algal para obter aumento de biomoléculas sem
alterar a taxa de crescimento, ou mesmo causando-lhe um estimulo pode ser tarefa complexa e
exigir estratégia adequada. O efeito hormese, descreve um fendmeno no qual compostos toxicos
em baixa dose podem ocasionar estimulo mas em alta dose, toxicidade/letalidade. Baracho et
al. (2019) mostrou que Chlorolobium braunii exposta ao cobre em concentragdes proximas as
ambientais, ou seja, da ordem de 10® mol L' aumentou a produtividade de algumas
biomoléculas sem no entanto apresentar efeito negativo na taxa de crescimento. Silva et al.
(2018) obteve resultado similar investigando os efeitos do cobre em Scenedesmus quadricauda.

A exposicdo de microalgas a mais de um fator de estresse também pode ser considerada.
Apesar de existir pouca informacdo na literatura, exposicdo de microalgas a combinacdo de
estresses pode ser promissor. Efeitos sinérgicos podem ser observados, como em Chia et al.
(2013; 2017). Investigando a producéo de biomoléculas em sistemas de cultivo semi-continuos,
Chia et al (2013; 2017) exp0s a microalga Chlorella vulgaris que havia sido aclimatada em
distintas concentragdes dos nutrientes nitrogénio e fdsforo, a diferentes concentracbes de
cadmio. Os autores mostraram grande magnificacdo no acumulo de lipidios, aumentando em
cerca de 30x os triacilglicerois.

Diodos emissores de luz (LEDs) tém sido usados para o cultivo e producdo de
microalgas (Blanken et al. 2013; Olle e Virisile 2013) e podem ser aplicados para induzir
modificacdes na composicdo bioquimica de sua biomassa (Zhao et al. 2013), uma vez que cores
diferentes podem ser usadas. Diferentemente de um estresse quimico pela limitacdo de
nutrientes que precisa ter as células aclimatadas (Voltolina et al. 1998), no estresse fisico ndo
h& a necessidade de aclimatacéo prévia, sendo isso um facilitador do processo de manipulagéo.
Segundo Keeling (2013), as microalgas tém preferéncia para crescer sob a luz vermelha (660
nm) ou azul (420-470 nm), sendo que em geral a vermelha resulta em altas taxas de crescimento
e celulas menores pois aceleram o ciclo celular (Blanken et al. 2013), enquanto a luz azul
influencia a expressao génica e vias metabolicas (Ruyters 1984). Assim, LEDs coloridos como
indutores da biossintese de compostos em microalgas podem ser uma ferramenta promissora na
manipulacdo bioquimica e de facil interacdo com estresse quimico como o cobre.

Mas como induzir um efeito hormese com o cobre (estresse quimico) simultaneamente
a um estresse fisico (LEDs de cores diferentes) objetivando o acimulo de biomoléculas sem

reducdo da taxa de crescimento e, consequentemente obter aumento liquido de produtividade



da biomolécula em microalgas? Uma resposta pode ser o emprego de concentracdo do metal
tdo baixa que rotas metabolicas possam ser levemente modificadas, mas processos importantes
como a divisdo celular, ndo.

Nesta pesquisa testamos essa hipotese utilizando uma combinacao de situagdes: estresse
quimico (cobre) e exposicdo a LEDs nas cores azul e vermelha em intensidade PAR similar a
do cultivo em luz branca. Nosso objetivo foi induzir modificagdo bioquimica intracelular em
Kirchneriella contorta, microalga Chlorophyta de agua doce. Cuidadosamente planejada e
previamente definida, a concentracdo de cobre ndo ocasionou alteracéo na taxa de crescimento,
mas possivelmente um estresse oxidativo de baixa magnitude, comparavel a um efeito hormese.
Em sinergia com LED azul, a producdo de biomoléculas aumentou quase 30% na presenca de
3,8x10°° mol L™ de cobre livre.

2. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do cobre, em diferentes
concentracdes ambientais, isolado e em combinacdo com exposicao a diferentes cores de LED
(azul e vermelho), na microalga Kirchneriella contorta investigando fatores fotossintéticos, de

crescimento celular e producdo de biomoléculas.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar as respostas da microalga Kirchneriella contorta em relacdo ao crescimento,
concentracdo de clorofila a e b e densidade populacional em diferentes concentracdes de ions
de cobre e sob duas qualidades de luz (LED vermelho e LED azul);

e Determinar os efeitos do cobre e da exposicdo aos LED vermelho e azul nos
parametros fotossintéticos;

e Buscar concentracOes de cobre que ndo interfiram significativamente na taxa de
crescimento, mas que aumentem a produtividade especifica de pigmentos, proteinas,
carboidratos e carotenoides em Kirchneriella contorta.

e Expor a microalga a concentragdo 6tima de cobre as diferentes cores de LED e
analisar a produtividade especifica de pigmentos, proteinas, carboidratos e carotenoides em

Kirchneriella contorta.



3. Material e métodos

Um fluxograma da organizagdo experimental deste projeto é apresentado na figura 1.

Nele, mostramos as duas etapas metodologicas e as analises que foram realizadas.

Kirchneriella contorta

30 concentracgdes de cobre total adicionado — 108 até 9x10* mol L1
Absorbancia 570, 684 e 750 nm

Diariamente:
- (])M
—| - Densidade celular
6 concentragdes de cobre _Clorofila a.
- LED branco
48 horas:
| — |- Composi¢do bioquimica
Em 48 h cada cultura foi dividida _Biomassa seca
em 3 partes e expostas as _Volume celular
luminosidades a seguir: -, qP e NPQ
LED Branco LED Vermelho LED Azul
96 horas: 96 horas: 96 horas:
- Composi¢do bioquimica - Composicdo bioquimica - Composigdo bioquimica
- Biomassa seca - Biomassa seca - Biomassa seca
- Volume celular - Volume celular - Volume celular
- @'y, gR NPQ - @'y, qP, NPQ - @'y, P, NPQ

Figura 1. Fluxograma do desenvolvimento e etapas laboratoriais deste projeto.

a) Condicoes de cultivo

A microalga Kirchneriella contorta foi cultivada em meio WC com pH ajustado para
7.0 (Guillard & Lorenzen 1972), autoclavado (20 min, 121 °C, 1 bar; AV Phoenix Luferco,
Brasil) e mantida sob condi¢des controladas de temperatura (24 + 1°C) e intensidade luminosa
(radiacdo fotossinteticamente ativa, PAR) de ~ 200 pumol photons m? s e com fotoperiodo

12:12 h (claro:escuro) para todas as cores de LED (branco — controle, azul e vermelho).

b) Varredura de concentracdes de cobre em microplacas e seus efeitos no crescimento
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Realizamos estudo prévio (teste de varredura do cobre) com duracdo de 120 h para
definicdo da amplitude de concentragdes de cobre a ser usada nos ensaios de manipulagao
bioquimica. O teste de varredura foi feito com 30 concentra¢cBes de cobre nominais e a
microalga exposta ao metal foi cultivada em microplacas com 96 pogos. Essa etapa foi
importante para a prospeccao das concentracdes de cobre, pois permitiu 0 acompanhamento do
crescimento em 30 concentracOes de cobre em apenas uma etapa (120 h). Durante o processo
alguns cuidados foram necessérios. Para que ndo houvesse contamina¢do da cultura uma
cobertura com parafilme (Parafilm®, Bemis, U.S.A.) foi adicionada, protegendo a cultura da
exposicdo ao ambiente, mas permitindo troca gasosa. Além disso, a intensidade luminosa
incidente foi controlado, pois em estudos prévios percebeu-se que altas intensidades resultavam
em elevada evaporacéo, podendo interferir na concentracdo da cultura.

O controle constou do meio de cultura W.C. com a concentragdo de cobre 4x10 mol
L. Para esse teste, 30 cultivos de 100 mL (indculo 10* células mL™?) foram feitos em frascos
de cultura de tecido de poliestireno. Esses cultivos foram expostos a concentragfes nominais
de cobre entre 3x10® a 9x10* mol L e deles, uma aliquota de 300 pL foi transferida para
pocos de uma microplaca (em triplicata). Essa microplaca foi incubada sob condigdes
controladas de luz e temperatura. O cultivo nos pogos da microplaca teve duracédo de 120 horas
e durante esse periodo foi monitorado diariamente o crescimento celular por meio da
absorbancia 684 nm, 570 nm e 750 nm. Para essas determinagfes utilizamos um
espectrofotometro leitor de placas (Epoch™ Microplate Spectrophotometer, U.S.A.).

O cobre foi adicionado 24 h antes do inicio dos experimentos e o cobre livre (Cu?*)
determinado imediatamente antes de inocular as células. Uma solucdo padrdo de cobre
(AAS/ICP, 1000 mg L™, 38996 Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada para a confecgo de padrdes,
que diluidos foram usados nas culturas.

As concentracdes efetivas EC10, EC20 e EC50 foram calculadas a partir dos dados
obtidos e com o auxilio do program Graph Pad Prism 6. Para a composi¢ao bioquimica (2°
etapa), definimos as concentracfes de cobre que pouco afetaram as taxas de crescimento,
permitindo conciliar o fator de estresse para a manipulagao bioquimica e culturas que produzam
uma quantidade de biomassa proxima ao controle, buscando-se assim um ganho no rendimento

de biomoléculas.

¢) Manipulacéo bioquimica usando-se estresse quimico (cobre) e fisico (LEDs azul e vermelho)

e seus efeitos no crescimento, fotossintese e composi¢ao bioquimica
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Figura 2: Esquema experimental representando as concentragoes de cobre livre e posterior
divisao em LEDs coloridos (48 horas).

O experimento de manipulacéo bioquimica foi realizado em frascos de cultura de tecido
de poliestireno com capacidade de 1000 mL e volume de 900 mL de cultura, mantidos
verticalmente e borbulhados com ar filtrado (0,22 pm; Chromafil Xtra PUDF 20/25,
Alemanha). A adicdo do cobre seguiu 0 mesmo padrdo descrito para o teste de varredura de
concentracdes (Material e Métodos, item b).

O in6culo inicial foi de 5x10* células mL™ a partir de uma cultura em crescimento
exponencial e rendimento quantico maximo ~ 0.70. O experimento teve duracdo de 96 h.
Diariamente, determinacdes relativas ao crescimento populacional (contagem de células) e
fotossintese (rendimento quéntico maximo) foram realizadas. Em 48 h de cultivo (fase
exponencial de crescimento), foram feitas determina¢fes bioquimicas na biomassa
(carboidratos, proteinas, carotenoides e concentracdo de clorofila a e b). Imediatamente ap6s
amostragem em 48 h, cada uma das trés réplicas dos tratamentos com cobre deram origem a 3
culturas que seriam expostas a cada cor de LED (branco, azul e vermelho), como mostrado na
figura 2. Desse modo, trés réplicas de cada tratamento nas 3 cores de LED foram obtidas. Apos
48 h de exposicdo as LEDs coloridas, as culturas foram amostradas para as mesmas
determinacg6es bioquimicas, correspondendo, portanto, a 96 h de tempo experimental total. Para
aferirmos os comprimentos de onda dos LEDs comerciais que foram usados, 0s espectros de
emissdo (figura 3) de cada cor foram registrados com um radidometero Ocean Optics modelo
UBS 2000 equipado com fibra optica BIF-600-UV-VIS e software de coleta OlBase32
(Dunedin, FL).
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Figura 3. Espectro de emissdo dos LEDs usados no
experimento. LED branco (A) e azul (B).

d) Determinacéo dos ions cobre livre (Cu®*)

A determinacdo de cobre livre 24 h ap6s sua adi¢do no meio WC foi feita de acordo com
0 procedimento descrito em Lombardi et al. (2007), em rotina no laboratério onde foi
desenvolvido este projeto. Essa metodologia é baseada em um eletrodo seletivo de ions cobre
(ISE-Cu) com calibracdo feita atraveés do uso de tampdes metalicos. Utiliza-se um eletrodo
seletivo de cobre (ISE-Cu) como eletrodo de trabalho (Thermo Scientific Orion 9429BN) e um
eletrodo de referéncia de juncéo dupla (Thermo Scientific Orion 900200, fluxo seguro D/J) sob
temperatura controlada de 25 + 1 °C. O tampéao metalico (cobre) foi composto por borato de
sodio (Sigma- Aldrich, Alemanha), nitrato de sddio (Sigma-Aldrich, Alemanha), padrdo de
cobre (38996 Sigma-Aldrich, EUA) e acido nitrilotriacético (Sigma-Aldrich, Alemanha). Em
geral, os tampdes metalicos sdo capazes de estender os limites de deteccdo do sistema ISE-Cu
para 107" - 101 mol L. A curva de calibragdo para o sistema ISE-Cu é sempre realizada em
pH 5 e foi feita a partir da diluigéo serial de um padréo comercial mono-elementar AAS/ICP de
cobre (1000 mg L) (38996 Sigma-Aldrich, EUA).
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As concentracfes de cobre livre determinadas para o teste feito nas microplacas sao
mostradas na Tabela 1. Na Tabela 2 mostramos os valores usados para o0 experimento de

manipulacdo biogquimica.

e) Parametros de crescimento

Diariamente foram coletados 4 mL de amostra para monitoramento da cultura e
determinacdo do padrdo de crescimento. As células foram contadas em um citdmetro de fluxo
MUSE (Millipore, USA) e em microscopio optico (Nikon Eclipse E200, Japdo) a fim de
acompanhar visualmente a cultura e verificar eventual alteracdo de volume celular, além de
qualquer contaminagdo. A taxa de crescimento (d!) foi determinada, a partir dos resultados do
MUSE, por meio de uma regressao linear, utilizando-se o logaritmo natural da densidade celular
(célula mL™) versus o tempo experimental (dias), sendo que a inclinagdo da reta formada
representa a taxa de crescimento especifica na fase exponencial da cultura. A determinacéo dos
valores de EC10, EC20 e EC50 teve como base o nimero de células por mL e também a taxa

de crescimento dos cultivos.

f) Parametros fotossintéticos

Utilizando-se um fluorimetro com pulsos de luz de amplitude modulada (Phytoplankton
Analyzer, PHYTO-PAM, Heinz Walz, Alemanha) o rendimento quéntico maximo (®w) foi
monitorado diariamente. Para isso, as amostras foram aclimatadas no escuro por 20 minutos,
obtendo-se oxidacdo completa do fotossistema Il (PSII). Esse parametro resulta da diferenca
entre a fluorescéncia maxima e minima dividida pela fluorescéncia maxima, como mostrado na
equacdo (1), apds a alga ser aclimatada no escuro. Os detalhes da metodologia podem ser
encontrados em Lombardi e Maldonado (2011).

®dm = (Fm— Fo)/ Fm (1)

Em 48 h e 96 h foram determinados os valores de rendimento quantico efetivo (®"wv), a
dissipacédo fotoguimica (qP) e ndo fotoquimica (NPQ) por meio de pulsos de luz em amostra
exposta a luz de intensidade similar ao cultivo (200 umol fotons m? s™) a cada 20 s por 10 min
corridos. A partir desses pulsos foram obtidos os valores de fluorescéncia em estado estavel
(F’s), o qual possibilitou determinar o valor de fluorescéncia em células adaptadas a luz (F’m)
e por fim o rendimento quantico efetivo (®"m), quenchings fotoquimicos (gP) e o NPQ foram
estimados por meio das equacdes representadas abaixo (Juneau, Berdey, and Popovic 2002).
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O'm=FmFs)/Fm 2
qP = (F’'m—F’s) | (F’w— F’0) 3)
NPQ = [Fm — F’m]/ F'wm (4)

g) Determinagdes bioquimicas

Ao fim das 48 h e 96 h de cultivo foram determinados carboidratos intracelulares totais.
Para isso, amostras da cultura para carboidratos (30 mL) foram centrifugadas em uma centrifuga
refrigerada (Thermo Scientific, Sorvall Legend XTR, EUA) por 20 min e em 4400 rpm. Os
pellets formados foram armazenados em -22 °C para posterior analise. A determinacdo de
carboidratos totais seguiu metodologia descrita em Albalasmeh et al (2013). A quantificacdo
de proteinas totais foi realizada pelo método de Slocombe (2013) modificado. As concentracdes

de clorofila a, b e carotenoides foram determinadas de acordo com Wellburn (1994).

h) Analise estatistica

As andlises estatisticas dos resultados da selecao da amplitude de concentracao de cobre
(30 concentracgdes) foram baseadas em comportamento dos pontos amostrais com ajustes do
gréafico de absorbancia vs concentracao de cobre.

O software Minitab (versdo 17 para Windows) foi usado para comparacdo das
concentracdes de carboidratos, proteinas, carotenoides e de clorofila a e b (variaveis discretas)
através de ANOVA One Way em 48 h, pois a Unica variavel era o cobre, Two Way em 96 h,
com variaveis sendo cobre e luz, e Teste de Tukey. As representacBes graficas foram feitas

utilizando-se o programa lgorPro 6.0.5 (WaveMetrics, EUA).

4. Resultados e discussao

4.1 Varredura das concentragdes de cobre em microplaca

As taxas de crescimento (tabela 1) e as curvas de crescimento (figura 4) para as 30
concentracdes de cobre testadas nas microplacas sdo apresentadas para a absorbancia em 684 nm. As
absorbancias de 570 nm e 750 nm ndo foram apresentadas, porém seguiram 0 mesmo comportamento
das curvas de 684 nm. A partir desses resultados observamos que o cobre teve papel importante no
crescimento da microalga. Sabe-se que o cobre € um micronutriente essencial para as microalgas,
participando de funcdes essenciais do metabolismo, como no transporte de elétrons da

fotossintese e como cofator enzimatico em reacdes biologicas (Fabisiak et al. 1999; Raven et
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al. 1999; Reynolds 2006). Obteve-se que com o0 aumento da concentracéo de cobre houve redugéo do
crescimento de K. contorta, chegando a auséncia de crescimento nas concentracdes mais elevadas
(figura 4c). Essa resposta se deve ao efeito inibitério do cobre em altas concentracBes. Esse
comportamento esta de acordo com os trabalhos encontrados na literatura, como Bossuyt e Janssen
(2004), Levy, Stauber e Jolley (2007), Debelius et al. (2009), Lombardi e Maldonado (2011), de Abreu
et al. (2014), Baracho et al. (2019).



Tabela 1. Concentrac6es de cobre adicionado e taxas de crescimento para

Kirchneriella contorta obtidas apds exposi¢do ao metal.

Cobre Taxa crescimento
Tratamento Adicionado

1- controle 4.0x10° 0.606
2 6.0x10°8 0.559
3 9.0x10°8 0.514
4 1.2x10” 0.493
5 1.5x10” 0.542
6 3.0x10”7 0.518
7 6.0x107 0.598
8 9.0x10” 0.519
9 1.2x10° 0.543
10 1.5x10° 0.583
11 3.0x10° 0.470
12 4.5x10° 0.542
13 6.0x10° 0.512
14 7.5x10° 0.511
15 9.0x10°® 0.411
16 1.0x10° 0.193
17 1.2x10° 0.282
18 1.3x10° 0.294
19 1.5x10° -
20 3.0x10° -
21 4.5x10° -
22 6.0x10° -
23 9.0x10° -
24 1.0x10* -
25 1.2x10* -
26 1.5x10* -
27 3.0x10* -
28 4.5x10* -
29 6.0x10* -

30 9.0x10* -
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Figura 4. Curva de crescimento (Ln absorbdncia em 684 nm) em fungdo do
tempo experimental para Kirchneriella contorta. As concentragdes de cobre
nominal sd@o em (a) entre 3x10° e 1,5x10°%, (b) entre 3x10° ¢ 3x107 e em (c)
entre 4,5x107 e 9x10 mol. L.

A influéncia do cobre no crescimento de microalgas ocorre devido a sua participacao
em processos metabolicos vitais para esses organismos (Lombardi e Maldonado 2011). As
microalgas realizam fotossintese para sintetizar metab6litos necessarios para o seu crescimento
e reproducdo (Malapascua et al. 2014). O cobre tem papel importante no processo

fotossintético, participando, por exemplo, da estrutura de enzimas do fotossistema (Horvath et
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al. 1998). Porém, em excesso o cobre pode interferir nas rotas metabdlicas das microalgas e
gerar espécies reativas de oxigénio (Tripathi e Gaur 2006). Isso pode levar a degradacdo de
membranas das microalgas interferindo assim na divisao celular (Sekiguchi et al. 2005). Em
nosso estudo essa etapa da prospeccdo do cobre suportavel a célula é importante, pois a
concentracdo ideal ou deletéria para as microalgas depende da espécie utilizada. O trabalho
realizado por Levy et al. (2008) com a microalga Phaeodactylum tricornutum mostrou que o
EC50 para essa espécie foi de 1,2x 107 mol L de cobre. Ja os resultados de Sabatini et al.
(2009) mostraram que a concentracdo de 2,1x10* mol L? era fatal para a Chlorella kessleri.
Assim, estudos que entendam o efeito de diferentes concentracfes de cobre em espécies ndo
estudadas de microalgas sdo de grande relevancia fisioldgica e ambiental. Na tabela 1
mostramos as concentragdes de cobre que foram testadas na microalga K. contorta.

A partir do programa Graph Pad Prism 6 os valores de EC 10, EC 20 e EC 50 foram
calculados para a espécie K. contorta. Os valores obtidos foram EC10 4,66x10%, EC20 5,78x10
® e EC50 8,38x10° mol L. As concentracdes selecionadas para o experimento de manipulagéo
bioquimica sdo mostradas na Tabela 2 (controle 3x10%, 1x107, 1x10°, 3x10° e 6x10° mol L-
). As seis concentracdes de cobre selecionadas foram abaixo do valor de EC20, a fim de

manter-se as culturas saudaveis para a etapa seguinte.

Tabela 2. Cobre adicionado ao meio WC 24 horas antes da inoculacéo das células
(cobre nominal) e concentragdes de fons de cobre livre (mol L) determinados por ISE-Cu.
“Tratamento controle.

Nominal Livre log [Cu?"]
mol.L?

“4x10® | *1,6x107° *-8.8
3x10°8 2.2x10°° -8.6
1x10°7 3,8x10° -8.4
1x106 1,4x10°8 -7.9
3x10% 1,7x10°8 -7.8
6x10® 9,6x10°® -7.0

4.2 Manipulacao bioquimica e fisiologica da Kirchneriella contorta
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Nessa etapa foi realizada a manipulacao bioquimica com o metal e diferentes cores de

LEDs. Abaixo estéo apresentados os resultados obtidos para as 6 concentrac6es trabalhadas.

4.2.a Efeito do cobre e choque de cores de luz nos parametros de crescimento

A taxa de crescimento, biomassa seca e biovolume nas primeiras 48 h para K. contorta
(luz branca) estdo representadas na figura 5. Como esperado e de acordo com o tratamento
preliminar, os pardmetros de crescimento em 48 h ndo apresentaram diferencas estatisticas entre

as concentracdes de cobre.
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Figura 5. Pardametros de crescimento obtidos em 48 h para culturas de
K. contorta. (a) Taxa de crescimento em fung¢do do tempo experimental
(d!); (b) biomassa seca (g L); (c) biovolume (um?) das células em
fungdo da concentracdo de log Cu’* livre (mol L). Barras de erro
representam o desvio padrdo da média (n = 3). Estatistica: letras iguais
acima das barras indicam diferenga ndo significativa (ANOVA p>
0,05).
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Provavelmente para K. contorta as concentragdes trabalhadas estéo dentro das toleradas

fisiologicamente. Neste estudo, as concentragdes de cobre livre estio dentro da ordem de 10°°
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e 10 mol L1, Essas concentracdes sio passiveis de serem encontradas nos ambientes aquaticos
naturais (Davies e Bennett 1985) e provavelmente por isso, a microalga foi capaz de responder
bem a essas variagoes.

O crescimento em exposicao a diferentes qualidades de luz é alvo de diversos estudos
(Yan et al. 2013; Hultberg et al. 2014; Atta et al. 2013; Rebolledo-Oyarce et al. 2019), tendo
apresentado respostas diferentes entre as espécies (Teo et al. 2014). A figura 6 mostra as taxas
de crescimento, biomassa seca e biovolume ao final da exposi¢do dos LEDs nas cores azul e
vermelho (96 h). Analisando o efeito das luzes dentro de cada concentracdo de cobre observa-
se que a luz azul promoveu aumento da taxa de crescimento no controle e na maior concentragdo
de Cu?* (9,7x10® mol L) e da biomassa na concentracéo de Cu?* de 3,8x10° mol L. Além
disso, nas duas maiores concentracdes de cobre livre, a luz vermelha resultou em maior
biomassa final quando comparada com a luz branca e azul. Durante as 48 horas de exposi¢ao
aos LEDs coloridos, a maior taxa de crescimento (~ 0,6 d*) e de biomassa (~ 70 mg L) foi
obtida na concentracdode Cu?* de 3,8x10° mol L™ em exposicio a luz azul. Esses resultados
estédo de acordo com diversos trabalhos que analisam os efeitos de diferentes cores de luz no
crescimento de microalgas (Teo et al. 2014; Rebolledo-Oyarce et al. 2019). De acordo com Teo
et al. (2014) as microalgas Nannochloropsis sp. e Tetraselmis sp. foram expostas a luz azul,
vermelha, azul-vermelha e branca e apresentaram maiores taxas de crescimento na luz azul.
Segundo a literatura, o LED azul permite uma maior penetracao através da cultura (Vadiveloo
et al. 2015; Schulze et al. 2016), melhorando a diviséo celular e as taxas de crescimento das
microalgas (Teo et al. 2014). Além disso, segundo Ruyters (1984), a luz azul consegue afetar
um grande numero de enzimas, sendo elas fotossintéticas e participantes de processos
importantes, como a sintese de pigmentos e a fotorrespiracdo. Outro ponto de aten¢do que pode
justificar as maiores taxas de crescimento sob exposicao a luz azul é o estudado por Schulze et
al. (2016). Esses autores observaram maiores taxas de absorcdo de nutrientes em exposicdo a
luzes coloridas, entre elas vermelha e azul, sendo a absor¢cdo maior sob luz azul. Essa
observacao pode justificar as maiores taxas de crescimento quando K. contorta foi exposta ao
comprimento de onda de 445 nm nas menores concentragdes e 652 nm nas duas maiores
concentragdes de Cu?*.

Além da luz azul, alguns trabalhos pontuam o efeito positivo da luz vermelha no
crescimento do fitoplancton (Wang et al. 2007; Abiusi et al. 2014; Han et al. 2019). Em
exposicdo a luz vermelha Spirulina platensis apresentou um aumento na biomassa final (Wang

et al. 2007) e Tetraselmis suecica um aumento de 2,5 vezes na concentracdo celular (Abiusi et
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al. 2014) em relacdo ao controle. Segundo os autores, a luz vermelha permite uma melhor
absorcéo da clorofila (Wang et al. 2007). Vale pontuar que o efeito da qualidade da luz no
crescimento é dependente da espécie avaliada e relacionado aos diferentes contetdos de

pigmentos e fotorreceptores presentes em suas respectivas composi¢cdes (Abiusi et al. 2014).
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Figura 6. Pardmetros de crescimento obtidos em 48 h de exposigdo a LEDs
coloridos para culturas de K. contorta, totalizando 96 h de tempo experimental. Em
(a) taxa de crescimento em fungdo do tempo experimental (d!); (b) biomassa seca (g
L), (c) biovolume (um?) das células em fungdo da concentragdo de log Cu* livre
(mol L'). Cores das barras representam as cores dos LEDs. Barras de erro
representam o desvio padrdo da média (n = 3). Asteriscos representam barras com
diferenga significativa entre os tratamentos.

A qualidade da luz pode afetar o ciclo celular das microalgas resultando em mudancas
morfoldgicas (Schulze et al. 2016). No nosso estudo, os menores valores de biovolume
ocorreram em exposi¢cdo a luz azul, concomitantemente aos maiores valores de taxas de
crescimento (figura 2c). Estudando a morfologia celular em resposta a variagdo no espectro de
luz, Schulze et al. (2016) observaram em ordem decrescente de area de superficie celular os
tratamentos com luz branca, seguido por vermelho e azul para Nannochloropsis oculata e azul,
vermelho e branco para Tetraselmis chuii. A mesma variacdo de acordo com a espécie foi

observada por Aidar et al. (1994). Esses autores obtiveram maiores volumes celulares para
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Tetraselmis gracilis em exposicdo a luz vermelha em comparacdo com a luz azul, e o inverso
para Cyclotella caspia.

Em relacdo aos dados de viabilidade (ndo mostrados) as mesmas se mantiveram acima
de 95%, tanto em 48 h quanto em 96 h. Esse comportamento era esperado, ja que a amplitude
da concentracdo de cobre usada foi cuidadosamente escolhida para ndo afetar o crescimento

populacional.

4.2.b Efeito do cobre e choque de luz colorida nos parametros fotossintéticos

Nas figuras 7 e 8 estdo mostrados os rendimentos quanticos e quenchings para K.

contorta, no tempo de exposicdo de 48 h e 96 h, respectivamente.
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Figura 7. Pardmetros de fluorescéncia do PSII em 48 h em fungdo da concentragdo
de cobre livre. Rendimento qudntico (a) e quenchings (b). Simbolos da barra: Em
(a) cinza, rendimento qudntico mdximo, branco, rendimento qudntico operacional;
Em (b) cinza, quenching fotoquimico (qP) e branco, guenching ndo fotoquimico
dissipado na forma de calor (NPQ). Barras de erro representam o desvio padrdo da
média (n = 3). Estatistica: letras iguais acima das barras indicam diferenca nédo
significativa (ANOVA p> 0,05).
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Os rendimentos fotossintéticos e quenchings fotoquimicos em 48 h ndo apresentaram
diferencas significativas com o aumento da concentragdo de cobre. O quenching néo
fotoquimico (NPQ) apresentou aumento significativo (~ 30%) a partir da concentragéo de Cu?*
de 1,40x10® mol L*. O aumento gradual do quenching n&o fotoquimico dissipado na forma de
calor (NPQ) reflete alteracGes do aparato fotossintético. Resultado similar foi observado por
Baracho et al. (2019), mas em concentracOes de cobre mais elevadas. Esses autores observaram
aumento de aproximadamente 81% da dissipacéo ndo fotoquimica na microalga Chlorolobion
braunii em concentracdes de cobre livre de ~ 5,0x10° mol L. Esses resultados também estdo
de acordo com os encontrados por Echeveste et al. (2017) e Silva et al. (2018). As respostas
fotossintéticas das microalgas refletem a saude do cultivo. O aumento do cobre disponivel
resulta em um estresse oxidativo (Tripathi e Gaur 2006), afetando a transferéncia de protons
durante a fotossintese (Dewez et al. 2005). Sabe-se que 0 aumento de NPQ é uma resposta da
microalga aos estresses promovidos por mudangas ambientais, como variagbes das
concentragcfes de nutrientes ou excesso de luz (Lopez-Climent et al. 2008; Andersson et al.
2006; Ihnken et al. 2010). Essa resposta fotossintética da microalga evita o fluxo excessivo de
elétrons para o PSI, diminuindo o risco de fotoinibicéo (Sonoike 2011).
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Figura 8. Pardmetros de fluorescéncia do PSII obtidos em 48 h de exposicdo a
LEDs coloridos para culturas de K. contorta, fotalizando 96 h de tempo
experimental, em fungdo das concentragoes de cobre testadas. Rendimento qudntico
(a) e quenchings (b). Simbolos da barra: Em (a) barras cheias, rendimento qudntico
maximo, barras hachuradas, rendimento qudntico operacional, Em (b) barras
cheias, quenching fotoquimico (qP) e hachuradas, quenching ndo fotoquimico
dissipado na forma de calor (NPQ). As cores das barras representam as cores dos
LEDs. Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n = 3). Asteriscos
representam barras com diferenca significativa entre os tratamentos.

Os rendimentos fotossintéticos e os quenchings fotoquimico ndo apresentaram
diferengas significativas em fungdo do choque de luz entre os tratamentos com cobre.
Entretanto, dentro de cada concentracdo de cobre, o valor de NPQ aumentou em relacdo ao
branco quando K. contorta foi exposta ao LED azul (2,4x maior) e vermelho (2x maior), com
excecao das duas maiores concentracdes. Segundo Das et al. (2011), a eficiéncia fotossintética
no uso da energia luminosa € dependente do comprimento de onda recebido.

Em nosso estudo, até a concentragdo de cobre livre de 1,4x10® mol L, os cultivos
expostos a luz azul e vermelha apresentaram maiores NPQs que em LED branco. Isso sugere
que ate essas concentracdes, 0 aumento de NPQ foi causado pela qualidade da luz. Sabe-se que

as microalgas se adaptam ao meio circundante e isso reflete na sua fisiologia. Estudos indicam
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que a fotossintese pode ser beneficiada ou prejudicada pela qualidade da luz de maneira
diferente entre as espécies algais (Mercado et al. 2004). Assim, as respostas fotossintéticas as
diferentes qualidade de LEDs s&o dependentes das espécies estudadas. Os altos valores de NPQ
em exposicdo a luz azul podem ser decorrentes da alta energia desse comprimento de onda,
carregada pelos fotons e que finalmente atingem as algas (Kommareddy et al. 2003; Fu et al.
2012). E sabido que os fétons de comprimentos de ondas curtos, entre eles o azul (~ 460 nm),
apresentam uma maior probabilidade de atingir o complexo de coleta de luz (Yan et al. 2013).
Sendo assim, o foton azul, por ser mais energético, pode resultar em um aumento de NPQ, em
situacOes adversas, como mecanismo de defesa do aparato fotossintético (Matthijs et al. 1996;
Baer et al. 2016). Essas observacdes véo de encontro ao descrito no trabalho de Mercado et al.
(2004), que estudaram o efeito da luz azul na taxa fotossintética maxima (Pmax) e na irradiancia
de saturacdo de luz (Ek) de cinco espécies de diatomaceas. Das cinco espécies, quatro
apresentaram reducdo de Pmax e todas apresentaram reducdo de Ek na presenca da luz azul.
Assim, o aumento de NPQ é uma resposta da microalga frente a alta energia dessa luz (azul),
funcionando como um mecanismo de prote¢do da fotoinibicdo (Das et al. 2011; Yan et al.
2013).

Destacamos que na interagdo com o cobre nas duas maiores concentragdes, as trés cores
de luz apresentaram valores semelhantes de NPQ. Sabe-se que o aumento do cobre pode
resultar em danos oxidativos nas microalgas, devido a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (Pinto et al. 2003). Assim, sugerimos que nessas maiores concentra¢fes, 0 aumento
de NPQ possa ser uma resposta da microalga K. contorta ao sinergismo entre cobre e LED

colorido.

4.2.c Efeito do cobre e choque de luz na composi¢do bioquimica
A produtividade especifica de pigmentos em 48 h em func¢édo da concentracdo de cobre

esta apresentada na figura 9.
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Figura 9. Produtividade especifica de pigmentos (ug mL! d!) em 48h
para culturas de K. contorta em fung¢do das concentragdes de cobre
testadas. Em (a) clorofila a; (b) clorofila b, (c) carotenoides. Barras de
erro representam o desvio padrdo da média (n = 3). Estatistica: letras
iguais acima das barras indicam diferengca ndo significativa (ANOVA
p> 0,05).

Para as clorofilas a e b, maiores produtividades foram encontradas em concentragdes
intermediarias de cobre (Chl a: ~ 0,52; Chl b: 0,40 ug mL™ d!). Carotenoide ndo apresentou
diferenca estatistica com 0 aumento do cobre no meio de cultura.

O cobre é um micronutriente importante para os processos metabdlicos das microalgas
sendo requerido em quantidades adequadas (Lombardi e Maldonado 2011; Raven et al. 1999).
Em nosso estudo, o aumento do cobre em concentracdes até 1,75x10® mol L* de Cu?
promoveu um aumento da produtividade especifica de Chl a e b. O mesmo aumento do teor de
clorofila foi encontrado para Pseudokirchneriella subcapitata (Bossuyt e Janssen 2004) e para
Phaeodactylum tricornutum (Cid et al. 1995) em concentracdes de 1,6x10° mol L de cobre

total.
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Em contrapartida, na maior concentracdo de cobre houve uma reducédo na produtividade
de clorofila a e b. Esse resultado é corroborado pelo trabalho de Tripathi e Gaur (2006) que
obtiveram reducdo do teor de clorofila a e b em Scenedesmus sp. em concentracgdes elevadas de
cobre. Em concentragdes de 3,9x10” mol L™ de cobre total Pseudokirchneriella subcapitata
também apresentou um ganho no teor de Chl a, entretanto com o aumento para concentracdes
de 7,9x107 mol L ocorreu uma reducdo desse pigmento (Soto et al. 2011). No estudo de
Purbonegoro et al. (2018) a concentragdo de 1,5x10° mol L de cobre reduziu a quantidade de
clorofila a produzida por Pavlova sp. Casos assim confirmam que em altas concentracGes o
cobre deixa de ser um micronutriente benéfico e passa a ser toxico (Tripathi e Gaur 2006).
Assim, é importante trabalhar dentro de concentracfes adequadas de cobre.

Em nosso trabalho ndo houve diferenca na produtividade especifica de carotenoides (48
h) entre os tratamentos de cobre. Diferente do encontrado neste estudo, em Pseudokirchneriella
subcapitata o aumento de cobre (1,6x10° mol L™?) resultou em um aumento de 6.7x de
carotenoides (Bossuyt e Janssen 2004). No trabalho de Mallick (2004) as concentracfes de
cobre estimularam um aumento na sintese de carotenoides até a concentragéo de 4,7x10° mol
L para a microalga Chlorella vulgaris

A produtividade das clorofilas a e b apds a exposicao por 48 h aos LEDs coloridos foram
as menores a partir das concentracdes de cobre de Cu?* de 1,4x10® mol L. Quanto aos
carotenoides a concentragdo de 3,8x10° mol L de Cu?" resultou no maior valor de
produtividade especifica independente da cor do LED quando comparada ao controle. Mas, a
maior produtividade (50% maior em comparacdo ao tratamento com luz branca e cobre
controle) de carotenoides foi obtida mediante interacao sinérgica com cobre em concentracao

3,8x10° mol L™ e luz azul, como pode ser visto na figura 10C.
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Figura 10. Produtividade especifica de pigmentos (ug mL"* d’) em 48h
de exposigao a LEDs coloridos para culturas de K. contorta,
totalizando 96 h de tempo experimental em fun¢do das concentragoes
de cobre testadas. Em (a) clorofila a; (b) clorofila b; (c) carotenoides.
Cores das barras representam as corves dos LEDs. Barras de erro
representam o desvio padrao da média (n = 3). Asteriscos representam
barras com diferenca significativa entre os tratamentos.

Segundo literatura, as microalgas apresentam variagdo da composicdo de seus
fotorreceptores, a qual é crucial para adaptacao a variacao natural da luz no ambiente (Chory et
al. 2010; Shu et al. 2012). Ha estudos que relatam diferencas no teor de pigmentos em resposta
a exposicao a diferentes qualidades de luz (Chen et al. 2010; Rebolledo-Oyarce et al. 2019).
Para K. contorta o LED vermelho resultou em ganho na produtividade especifica de Chlae b
no controle. Diferente deste estudo, em exposic¢do ao LED azul a microalga Tetraselmis suecica
obteve maiores rendimentos Chl a e b (Abiusi et al. 2014) e menores em luz vermelha. Esse
aumento no teor de clorofila em exposicdo a luz azul também foi observado para
Nannochloropsis sp (Vadiveloo et al. 2015), Spirulina platensis (Chen et al. 2010) e em
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Dunaliella tertiolecta um aumento de ~14% (Rebolledo-Oyarce et al. 2019), todos em relacédo
a luz branca.

Neste estudo, mostramos que ocorreu um efeito sinérgico entre o cobre (~ 4x10° mol
L Cu?* livre) e a luz azul resultando em ganho de 22% a mais do que o controle na
produtividade de carotenoides, como mostrado na figura 10. Trabalhos da literatura corroboram
o efeito das diferentes cores de luz na producédo de carotenoides (Lamers et al. 2008; Abiusi et
al. 2014; Han et al. 2019). Entretanto o efeito parece ser dependente da espécie e cepa estudadas.
Assim como neste estudo, a microalga Haematococcus pluvialis apresentou maior rendimento
de carotenoide em exposicéao a luz azul (Suyono et al. 2015). Ja no trabalho de Han et al. (2019),
que também investigou H. pluvialis, a luz vermelha aumentou a producédo de carotenoides em
~13%. Fu et al. (2013) combinaram luz vermelha e azul e relataram maior biossintese de
carotenoides (2,3x) em Dunaliella salina.

As produtividades especificas de carboidratos e proteinas estdo mostradas nas figuras

11e 12, em 48 e 96 h, respectivamente.
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Figura 11. Produtividade de biomoléculas (ug mL™' d*) em 48h para culturas de K.
contorta em fungdo das concentracies de cobre testadas. Em (a) carboidratos e em (b)
proteinas. Barras de erro representam o desvio padrdo da média (n = 3). Estatistica:
letras iguais acima das barras indicam diferen¢a ndo significativa (ANOVA p> 0,05).
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Assim como os pigmentos fotossintéticos, a produtividade de carboidratos em 48 h foi
maior nas concentracdes de cobre intermediarias (3,8x10° e 1,4x10®mol Lt). Em comparagdo
com o controle, houve um aumento de carboidratos de 80% em 3,8x10° mol L™ e de 47% em
1.4x10® mol L. A produtividade de proteinas também aumentou em células expostas a 3,8x10"
® mol L de cobre livre, sendo 30% maior do que no controle. As mudangas que ocorrem na
fisiologia das microalgas frente & exposi¢do ao cobre (e outros metais) sdo consideradas
mecanismos de defesa e incluem a producdo de ligantes metalicos, diminuindo a
biodisponibilidade (Pistocchi et al. 1997; Cobbett e Goldsbrough 2002). Silva et al. (2018)
mostrou que em concentragbes de cobre 1x10° mol L™ de cobre nominal Scenedesmus
qguadricauda apresentou aumento da biossintese de proteinas e carboidratos, mas em
concentracdes mais elevadas a literatura mostra que o efeito inibitério resulta em reducédo das

biomoléculas (Tripathi e Gaur 2006).
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Figura 12. Produtividade especifica de biomoléculas (ug mL"' d)
obtidos em 48 h de exposi¢do a LEDs coloridos para culturas de K.
contorta, fotalizando 96 h de tempo experimental, em fungdo das
conceniragdes de cobre festadas. Em (a) carboidratos e em (h)
proteinas. Cores das barras representam as cores dos LEDs. Barras
de erro representam o desvio padrdo da média fn = 3). Asteriscos
representam barras com diferenca significativa entre os tratamentos.

Considerando o efeito do cobre em diferentes cores de luz, mostramos que em geral,
tanto o vermelho como o azul induziram ao aumento da produtividade de carboidratos. Aqui

novamente observamos que sob luz azul e 3,8x10° mol L™ Cu?* livre a maior produtividade de
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carboidratos (~ 9 pg mL* d!) foi obtida, representando 51% a mais que no controle. Na
concentragio de cobre controle, e exposicdo a luz azul e vermelha ~7 ug mL? d? de
carboidratos foi obtida. A literatura mostra que o efeito da qualidade de luz no teor de
carboidratos em microalgas pode ser bastante variavel. Por exemplo, em exposicéao a luz azul e
vermelha a microalga N. oculata apresentou maior rendimento de carboidratos enquanto T.
chuii foi somente sob luz vermelha (Schulze et al. 2016). J&, nenhum efeito foi observado em
Nannochloropsis sp (Vadiveloo et al. 2015), mas Tetraselmis suecica apresentou reducdo de
carboidratos sob luz vermelha quando comparadas com luz branca e azul (Abiusi et al. 2014).
Podemos racionalizar que essas diferencas podem ser devidas, pelo menos em parte, as
adaptaces e histdria evolutiva das espécies.

Em estudos de combinagéo de tratamentos de qualidade de luz, mas com os nutrientes
nitrogénio e fosforo, Li et al. (2019) observaram que em privacdo dos nutrientes o teor de
carboidratos em Chlorella sp variou conforme o dia de amostragem. Segundo 0s autores, essas
variagdes ocorriam em respostas a variacao de energia fornecidas pelas diferentes luzes. Para a
luz azul, o maior rendimento de carboidratos foi obtido em 72 h e em condigéo repleta de
nutrientes

Quanto as proteinas, novamente 3,8x10° mol L de Cu?" livre estimulou a
produtividade de proteinas nas trés cores de luz, alcancando valor maximo de ~12 pg mL* d*
na luz azul. Mas, o efeito dos LEDs coloridos variou de acordo com a concentracéo de cobre
livre no cultivo e com a cor da luz. No controle houve aumento de ~ 41% e em 2,2x10°° mol L
! de ~ 30% na produtividade de proteinas sob luz vermelha em comparagéo com a luz branca.
Esse ganho no rendimento é maior do que o encontrado por Abiusi et al. (2014), que observaram
que a luz vermelha promoveu um aumento de 5% de proteinas na microalga Tetraselmis
suecica. Resultado semelhante foi observado para Spirulina sp onde houve um aumento de ~
80% em luz vermelha (da Fontoura Prates et al. 2020). Ja em Nannochloropsis sp. as diferentes
cores ndo resultaram em diferencas no teor de proteinas (Vadiveloo et al. 2015). O fato por nos
observado, de que as maiores produtividades de proteinas deram-se em luz vermelha e as
maiores taxas de crescimento em luz azul pode sugerir mecanismos diferentes de acimulo da
biomolécula e ndo necessariamente as proteinas produzidas sob luz vermelha sejam estruturais.
Isso seria esperado se maiores teores de proteinas tivessem sido observados sob luz azul. De
fato, em seu trabalho, Korbee et al. (2005) observaram maiores taxas de crescimento e de
rendimento de proteinas estruturais na alga Porphyra leucosticta em exposicao a luz azul. Como

pontuado anteriormente, considerando as microalgas fototroficas, os diversos grupos estéo
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adaptados diferentemente a variacdo da luz ambiental (Baer et al. 2016), 0 que por si s0 ja pode
resultar em variabilidade nas respostas das algas.

Nossos resultados mostram claramente um efeito sinérgico na producdo de
biomoléculas, sejam elas, carotendides, proteinas ou carboidratos quando se associa cobre com
luz azul. Particularmente para K. contorta, a concentracdo do metal que resultou nos maiores

valores de biomoléculas foi 3,8x10° mol L.

5. Concluséao

O metabolismo de Kirchneriella contorta foi afetado pela combinacdo de estresse,
expondo-a ao cobre e LED azul ou vermelho. Variagéo de cobre no cultivo ndo resultou em
mudangas nos parametros de crescimento, mas este em combinag¢do com luz azul promoveu
maiores taxas de crescimento na microalga.

O aparato fotossintético mostrou-se sensivel as mudancas na qualidade da luz e a
presenca do cobre na amplitude de concentraces usada. A partir de 1,4x108 mol L™ de Cu?*
houve um aumento da dissipacdo ndo fotoquimica NPQ, mas que conseguiu superar o estresse,
mantendo os rendimentos fotossintéticos similar ao controle. O efeito sinérgico ndo ocorreu
somente na producdo de biomoléculas, mas também refletiu-se no aumento de NPQ, que
ocorreu quando as células foram expostas aos LEDs azul e vermelho.

Em relacdo a composicdo bioquimica, clorofilas a e b, carboidratos e proteinas
apresentaram maiores produtividades em concentracdes intermediarias de cobre nas primeiras
48 h de cultivo. Na concentracdo de 3,8x10° mol L™ de Cu?* livre e exposicdo a luz azul ou
vermelha, aumento de mais de 50% na produtividade de carotenoides, carboidratos e 30% de
proteinas foi obtido sem detrimento da taxa de crescimento e, portanto, mesmo produzindo mais
biomoléculas, permaneceu a geracdo de biomassa algal.

Mostramos que, se fornecidos em quantidade correta, o cobre pode estimular a
produtividade de biomoléculas, e que essa produtividade pode ser magnificada por sinergismo
mediante a combinacgéo de estimulos/estresses, apresentado aqui como cobre e LED azul. Essa
dupla mostrou-se Otima ferramenta para a manipulacdo bioquimica e crescimento de

Kirchneriella contorta.
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