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Resumo

As cianobactérias são seres  procariontes unicelulares  que despertam interesse

como potenciais  produtoras  de  biomoléculas  de  valor  comercial,  juntamente  com a

biofixação de CO₂. A biomassa de cianobactérias,  bem como algumas biomoléculas

(como proteínas,  óleos e pigmentos)  e extratos,  já são comercializados. Atualmente,

empresas e governos têm adotado iniciativas de redução dos impactos do aquecimento

global,  destacando  ainda  mais  esses  organismos  fotossintetizantes  de  aplicação

industrial,  combinando ecologia  e  desenvolvimento.  Assim a  identificação de novas

cepas  de  potencial  biotecnológico  e  sua  elucidação  fisiológica  para  estabelecer

condições  de  cultivo  que  sejam  favoráveis  para  a  produção  de  biomolécula

concomitantemente com altas taxas de biofixação de CO2, são pilares importantes para

tais iniciativas. O uso de diferentes cores de luz tem sido apontado como uma estratégia

para o aumento da taxa de crescimento e do acúmulo de biomoléculas, baseando-se na

alteração  da  fotossíntese  e  consequentemente  do  metabolismo  como um todo.  Este

trabalho analisou efeitos da luz vermelha, verde, azul e branca na fotossíntese, produção

de  biomoléculas  e  no  crescimento  populacional  da  cianobactéria  Aphanocapsa

holsatica (CCIBt 3053). Com esta abordagem fisiológica, analisamos a concentração de

proteínas, carboidratos, lipídeos e pigmentos (clorofila  a, carotenoides  e ficocianina)

além de acompanhar parâmetros de fotossíntese utilizando o equipamento Phyto-PAM

II. Os resultados mostraram que a luz branca foi a melhor para acúmulo de biomassa,

com 287,11 ± 17,13 mg/L ao fim das 96 h de experimento. A luz verde induziu aumento

de 3 vezes na concentração de proteínas por biomassa seca (63,78%), além de aumentar

a  concentração  de  clorofila  a por  biomassa  seca sem  reduzir  a  concentração de

carotenoides. A luz  azul  possibilitou identificar  as maiores taxas de  transferência de

elétrons assim como maior  rendimento fotossintético efetivo.  Identificarmos que luzes

de  maior  energia  melhoraram  parâmetros  de  saúde  da  A.  holsatica (CCIBt  3053),

aumentado  o  rendimento  fotossintético  e  a  concetração  de  proteínas.  A  cepa  não

apresentou aclimatação cromática. Esta pesquisa é uma contribuição ao conhecimento

sobre a fisiologia de cianobactérias que pode ser aplicada à biotecnologia relacionada

aos organismos procariontes com fotossíntese oxigênica. 

Palavras-chave:  Cianobactéria,  Aphanocapsa  holsatica, Fotossíntese,  Luz  de

LED monocromática, Otimização, Fisiologia.
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Abstract

Cyanobacteria  is unicellular  prokaryotic  group  of  microrganisms  that  is

receiving attention as  a  commercial  producer of  biomolecules through the ability to

biofix CO₂. This match in ecology and industry is being encouraged by companies and

governments to reduce the impacts of global warming. Highlighting even more these

photosynthetic  organisms  with  industrial  application  and  their  commercialized

biomolecules, such as proteins, biomass and pigments. Thus, the identification of new

strains  with  biotechnological  potential  and  their  physiological  elucidation  are  very

important . To identify cultivation conditions that are favorable to produce biomolecule

concomitantly with high rates of CO₂ biofixation is important for the implementation of

such ecological initiatives. The use of different colors of light modifies photosynthesis

and, consequently, the metabolism. Therefore, it can be applied as a strategy to increase

microorganisms growth rate and the accumulation of biomolecules. This work aimed to

analyze the effects of red, green, blue and white lights on photosynthesis, biomolecule

production  and  population  growth  of  the  cyanobacterium  Aphanocapsa  holsatica

(CCIBt  3053). In a physiological perspective, we analyzed the total concentration of

proteins,  carbohydrates,  lipids  and  pigments  (chlorophyll  a,  total  carotenoids  and

phycocyanin).  In addition, we monitored photosynthesis parameters using the Phyto-

PAM  II  equipment. The  results  showed  that  white  light  is  the  best  for  biomass

accumulation, with 287.11 ± 17.13 mg/L at the end  of the  experiment (96 h). Green

light  induced a 3-fold increase in protein concentration  per dry biomass (63.78%), in

addition  to  increasing  the  concentration  of  chlorophyll  a without  reducing  the

carotenoids  concentration.  Blue  light  cells  culture  was  identified  with  the  highest

electron transfer rates as well as the highest effective photosynthetic yield. Furthermore,

we conclude lower energy lights improved health parameters of  A. holsatica (CCIBt

3053) by increasing the photosynthetic yield and protein concentration. The strain did

not show chromatic acclimatization. This research is a contribution to the physiology of

a  cyanobacteria  that  can  be  applied  to  biotechnology  related  to  photosynthesizing

prokaryotic organisms.

 Keywords:  Cyanobacteria,  Aphanocapsa  holsatica, Photosynthesis,

Monochromatic LED light, Optimization, Physiology.
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1. Introdução

1.1 Cianobactérias e bioprodutos

As  cianobactérias  são  seres  procariotos,  que  estão  presentes  no  ecossistema

desde  os  primórdios  do  surgimento  da  vida.  Elas  atuaram  na  mudança  dos  gases

atmosféricos, aumentando a concentração de oxigênio atmosférico, devido à capacidade

de realizar fotossíntese oxigênica. As cianobactérias possuem clorofila  a e pigmentos

acessórios, como carotenoides e ficobilissomos que possibilitam otimizar o processo de

fotossíntese captando diversos de comprimentos de onda (MASOJÍDEK; TORZILLO;

KOBLÍZEK, 2013). 

Os pigmentos produzidos pelas cianobactérias podem ser utilizados na indústria

alimentícia,  cosmética  e  farmacêutica,  a  exemplo:  a  ficocianina  e  os  betacaroteno

(BELLOU  et  al.,  2014;  LIU  et  al.,  2020;  SCHIPPER  et  al.,  2020). O cultivo  de

cianobactérias também é fonte de proteínas e carboidratos que podem ser utilizados na

alimentação humana ou animal, sem competir por terras agricultáveis para a produção

ou  mesmo  necessitar  pesticidas (BENEDETTI  et  al.,  2018;  GROSSMANN;

HINRICHS; WEISS, 2019; RAJVANSHI et al., 2019). 

Além disso, algumas espécies de cianobactérias já foram destacadas na aplicação

como biofertilizantes, tanto pela capacidade de fixar nitrogênio, produzir fitormônios, e

por tornar biodisponível fosfato e micronutrientes (PRASANNA et al., 2010; RONGA

et al., 2019; VAISHAMPAYAN et al., 2001). Há também aplicações voltadas para a

produção biocombustíveis como hidrogênio e biodiesel (BRASIL; SILVA; SIQUEIRA,

2017;  RAHMAN et  al.,  2017;  RAJNEESH  et  al.,  2017;  SETTA  et  al.,  2014).  As

cianobactérias também despertam interesse para biorremediação, tanto para redução de

metais  em efluentes  como  também para  o  tratamento  de  águas  residuais  ricas  em

carbono orgânico, degradação de corantes artificiais e biofixação de gás carbônico (EL-

SHEEKH; ABOU-EL-SOUOD; EL ASRAG, 2018; KAVAMURA; ESPOSITO, 2010;

KUMAR et al., 2015; PRASANNA et al., 2007; SCHIPPER et al., 2019; UPENDAR et

al., 2018).

Cianobactérias  são  seres  unicelulares  e  possuem  plasticidade  fisiológica,

portanto respondem mais rápido a mudanças no ambiente do que plantas (ANDERSEN

et al.,  2013). Essa capacidade possibilita o estudo de alterações no metabolismo sob

condições adversas em curtos períodos. Por serem microrganismos fotossintetizantes, a

9



intensidade e comprimentos de luz podem afetar a resposta metabólica (ANDERSEN et

al., 2013; PRASANNA et al., 2007). 

A Aphanocapsa  holsatica  (CCIBt  3053)  é  uma  cianobactéria  planctônica

encontrada  entre  1,5  e  2,0  m  de  profundidade  em  águas  continentais.  Comumente

presente  dentre  as  espécies  de  florescimento  e  identificada  em diversos  estados  do

Brasil.  A. holsatica forma colônias  de células  densamente agregadas em mucilagem

hialina, como mostra a Figura 1 (MICHALAK; CHOJNACKA, 2018; SANT’ANNA et.

al. 2012).

Figura 1. Imagem de microscopia de uma cultura de Aphanocapsa holsatica. Fonte:

Atlas  de  cianobactérias  e  microalgas  de  águas  continentais  brasileiras.  Publicação

eletrônica, Instituto de Botânica, Núcleo de Pesquisa em Ficologia, 2012.

Há  estudos  da  década  de  70  que  buscaram  elucidar  a  fotossíntese  e  o

processamento  de  glicose  da  Aphanocapsa  sp. (PELROY;  BASSHAM,  1973;

PELROY; KIRK; BASSHAM, 1976).  Zhang e colaboradores (2019) analisaram duas

cepas deste gênero e identificaram a presença de clorofila f, apoficocianina e ficocianina

em ambas.  Apenas uma das cepas  modificou a concentração  de ficobiliproteínas  na

presença  de  infravermelho.  Porém,  são  poucos  os  estudos  envolvendo  a  espécie

Aphanocapsa holsatica e não há artigos que explorem os potenciais biotecnológicos

deste microrganismo.

Atualmente a busca por microrganismos de alto desempenho na fixação de CO2

tornou-se um tema relevante, frente as crescentes preocupações de reduzir ou até zerar

10



emissões de carbono (LIU et al., 2020; SCHUURMANS et al., 2015; UPENDAR et al.,

2018). Há equipamentos capazes de sequestrar o carbono atmosférico e comprimi-lo,

podendo ser enterrado com líquidos para que não escape novamente para a atmosfera 

(CARRINGTON, 2021; ZANON, 2020). O diferencial  do uso dos microrganismos é

que além de reduzir  o gás carbônico atmosférico,  a partir  da fotossíntese,  produzem

biomoléculas que podem ser comercializadas com esse carbono sequestrado (LIU et al.,

2020; VENKATA MOHAN et al., 2016).

No ano de 2020, haviam 4 empresas utilizando microalgas para comercializar a

biofixação  de CO₂,  além de  vender os  bioprodutos  gerados  durante  o  cultivo como

óleos, proteínas e biomassa (LIU et al., 2020). Uma das empresas é Pond Technologies

que comercializa ficocianina, produzida por cianobactéria, e utilizada na indústria como

corante  alimentício,  antioxidante,  anti-inflamatório,  entre  outras  aplicações

farmacológicas  (LEVINE;  FLEURENCE,  2018;  LIU  et  al.,  2020).  Outro  pigmento

presente  nas  cianobactérias  é  a  classe  dos  carotenoides,  que  possuem propriedades

antioxidantes, anti-inflamatórias e aplicações de potencial anticâncer, sendo utilizados

nas indústrias cosmética, nutracêutica e farmacêutica (BARSANTI; GUALTIERI, 2014;

BIANCHINI  et  al.,  2006).  Em  relação  a  comercialização  de  cianobactérias,  a

Arthrospira spp. é  destaque;  mantendo seu  mercado  crescente  mesmo após décadas

(ANDERSEN et al., 2013; GRIFFITHS et al., 2016).

1.2 Fotossíntese

A fotossíntese é uma reação que acontece mediante a presença de luz. Nessa

reação, a clorofila direciona a energia luminosa para movimentação de elétrons e assim

a fixação de carbono inorgânico pode ocorrer formando moléculas energéticas como

ATP, NADPH e glicose. A parte inicial da fotossíntese ocorre no complexo de captação

de luz (em inglês Light Harvesting complex), no fotossistema 1(PSI) e no fotossistema 2

(PSII). A diferença principalmente entre os fotossistemas é o comprimento de onda de

excitação da molécula de clorofila  a, 720 e 680 nm, respectivamente. Essas clorofilas

são encontradas em pares e referidas como P720 e P680. 

Além da clorofila outros pigmentos atuam na captação e direcionamento da luz.

Na Figura 2 é possível observar picos de absorção luminosa de alguns pigmentos, em

função  dos  comprimentos  de  onda  no  espectro  visível  assim  como  suas  cores

correspondentes.  Importante ressaltar  que as cianobactérias não possuem clorofila  b,

11



porém todos os seres fotossintetizantes autotróficos possuem clorofila  a (ANDERSEN

et al., 2013).

Figura  2.  Picos  de  absorbância  característicos  de  pigmentos  encontrados  em

microalgas  dentro  do  espectro  de  luz  visível.  Modificado de  <www.circuitbread.com>.

Acesso 22 de outubro de 2021 

A  clorofila  a é  o  pigmento  que  se  encontra  no  centro  reacional  dos

fotossistemas, possui cor esverdeada e absorve luz nos comprimentos 450-475 nm (na

cor  azul),  e  próximo  a  630-675  nm  (vermelho)  como  observamos  na  Figura  2

(ANDERSEN  et  al.,  2013).  Variações  na  cadeia  lateral  clorofila  a configuram  as

moléculas de clorofila b, c, d, e f, alcançando outros comprimentos de onda no espectro

visível e ultravioleta (GAN; BRYANT, 2015). Nas cianobactérias já foram identificados

diferentes tipos de clorofila como a d e f (ZHANG et al., 2019).

Outro grupo de pigmentos presente são os carotenoides que além de atuarem na

captação de luz, e também protegem espécies reativas de oxigênio.  Esse é grupo de

pigmentos acessório amarelo-alaranjado têm picos de absorbância entre 400 e 550 nm

(ANDERSEN et al., 2013). As cianobactérias e algas vermelhas, para além desses dois

grupos  de  pigmentos,  também  possuem  ficobilinas,  que  absorvem  luzes  azul-

esverdeada,  verde,  amarela e  laranja (  comprimentos de onda entre  500 e 650 nm).

Esses pigmentos podem apresentar-se na forma complexada com proteínas chamadas

ficobilissomos (PBS) que se localizam anexas ao fotossistema protegendo, captando e

direcionando energia luminosa (ANDERSEN et al., 2013; GUTU; KEHOE, 2012). 

Segundo  Campbell  e  colaboradores  (1998),  após a  absorção da energia pelos

pigmentos nos fotossistemas, há 4 possíveis direcionamentos: 

a.  reação fotoquímica; 
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b. dissipação em forma de calor (quenching não-fotoquímico); 

c. transferência da excitação para o pigmento adjacente e 

d. emissão de fluorescência, de menor energia do que a absorvida 

Graças ao pioneirismo de Engelmann em 1883 sabe-se que a qualidade de luz

pode  influenciar  a  fotossíntese  e  metabolismo  de  cianobactérias.  Seu  trabalho

demonstrou  que  a  cianobactéria  do  gênero  Oscillatoria  produzia  altos  níveis  de

oxigênio nas luzes azul, vermelha e laranja (Engelmann 1883, apud LUIMSTRA et al.,

2018).  Uma  das  maneiras  que  a  qualidade  da  luz  influencia  a  fotossíntese  é  a

aclimatação  cromática,  que  consiste  na  modulação  de  seus  pigmentos  para  melhor

performance da fotossíntese (GUTU; KEHOE, 2012; PAGELS et al., 2020). Podemos

delimitar 4 grupos quanto à aclimatação cromática:

a. Espécies  que  não  alteram  ficocianinas  ou  ficoeritrinas  em resposta  a

mudança de cores de luz;

b. Espécies com ficoeritrina mais alta na luz verde que na luz vermelha,

enquanto a ficocianina não altera com as condições luminosas;

c. Espécies que além de terem a ficoeritrina mais alta na luz verde que na

luz vermelha, acumulam mais ficocianina nessas condições;

d. Sob efeito de luz azul e verde há alteração na razão entre ficoeritrina e

ficourobilina.

Além da modulação das moléculas das cianobactérias, a qualidade da luz pode

modificar suas comunidades quanto a abundância de espécies, ao nível de agregação e a

conformação  (ENOMOTO; IKEUCHI, 2020; MARKOU, 2014; XU et al.,  2021).  A

manipulação metabólica envolvendo a luz é um tema de interesse quando focamos na

conciliação da taxa de fotossíntese e as aplicações biotecnológicas (GOVINDJEE et al.,

2014;  GUTU;  KEHOE,  2012;  MOORE  et  al.,  2020;  PARK;  DINH,  2019;

TOYOSHIMA; TOYA; SHIMIZU, 2020). 

O  rendimento  da  fotossíntese  é  uma  forma  de  mensurar  a  eficiência  do

organismo para a fixação do gás carbônico para a produção de oxigênio com a condição

que lhe é fornecida. Podemos mensurar esse rendimento utilizando pulsos de amplitude

modulada (PAM), baseando-se na fluorescência de resposta da clorofila  a.  Equações

matemáticas permitem utilizar o valor de fluorescência obtido, para calcular: taxa de

transporte  de  elétrons,  fixação  teórica  de  carbono,  rendimento  quântico  efetivo  e
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direcionamento da energia para a fotossíntese (qP), calor (NPQ) ou fluorescência (qN)

entre outros parâmetros (NAPOLÉON; CLAQUIN, 2012; SCHREIBER et al., 1995).

O rendimento fotossintético é calculado através da fluorescência da clorofila  a

do PSII. Em cianobactérias esse valor é em média, 0,4; no entanto em plantas vasculares

e microalgas verdes é entre 0,7 e 0,8 (SCHUURMANS et al., 2015). Os baixos valores

obtidos para cianobactérias devem-se à fluorescência de base gerada pelo PSI e pelo

complexo de ficobilissomos que interferem aumentando a fluorescência mínima (Fo),

gerando assim uma taxa não real da produção primária em cianobactérias (CAMPBELL

et al., 1998). Outro motivo para a detecção de rendimentos baixos é devido ao fluxo de

elétrons  da  respiração  e  fotossíntese  ocorrerem  no  mesmo  compartimento  celular,

impossibilitando que o fotossistema fique totalmente reduzido (SCHUURMANS et al.,

2015, GOVINDJEE et  al.,  2014).  É desconhecido o quanto  a  variação numérica  do

rendimento da fotossíntese reflete  na condição saudável  do organismo, não podendo

comparar  o  rendimento  entre  espécies,  apenas  comparando  o  estado  fisiológico  da

mesma cepa (SCHUURMANS et al., 2015).

A aplicação de microrganismos fotossintetizantes para a geração de produtos

com demanda comercial, une desenvolvimento e ecologia. A pesquisa por novas cepas e

elucidação  fisiológica  destas  frente  a  otimizações  de  cultivo  são  bases  para  o

desenvolvimento  de  novas  biotecnologias.  Este  trabalho  busca  caracterizar

fisiologicamente a cepa selvagem Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) sob tratamento

de  diferentes  cores  de  diodos  de  emissores  de  luz  (LED)  e  assim  identificar  uma

condição de cultivo que direcione o metabolismo para produção de biomoléculas de

valor industrial juntamente com manutenção ou melhoramento na taxa de fotossíntese.
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2. Justificativas 

A utilização de  vida nessas tecnologias vem no processo de aprimoramento de

produção. Nesse trabalho, buscamos estudar a fisiologia de um microrganismo que, não

apenas, pode mitigar um efeito ambiental negativo, como também pode gerar produtos

de valor agregado que contribuem para a qualidade de vida dos indivíduos. 

O  estudo  fisiológico  é  uma  ferramenta  para  encontrarmos  cepas  capazes  de

realizar fotossíntese eficientemente assim como a produção de biomoléculas (LIU et al.,

2020;  VENKATA  MOHAN  et  al.,  2016).  Além  disso,  é  fundamental  identificar

condições de cultivo que promovam maiores fixações  de carbono juntamente  com a

produção de moléculas de valor biotecnológico.

Resumidamente, a utilização de cianobactérias para mitigar o efeito estufa, para

além de sequestrar CO₂ atmosférico, também transforma esse carbono em biomoléculas

com  valor  agregado  que  podem  ser  comercializadas.  Essa  moléculas  podem  ser

pigmentos, proteínas, óleos e biomassa (LIU et al., 2020; SCHIPPER et al., 2019). Essa

geração de bioprodutos de valor comercial também auxilia para a redução do custo de

operação geral (LIU et al., 2020; RAJESH et al., 2020; RAJNEESH et al., 2017). Além

de serem consideradas “fábricas verdes” com menos agressoras para o meio ambiente.

(LIU et al., 2020)

Este  trabalho  buscou  compreender a  resposta  fisiológica  da  cepa  de

cianobactéria Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) frente a exposição monocromáticas

das luzes de LED branco, vermelho, azul e verde. Temos como finalidade identificar o

tratamento  que  possa  direcionar  aumento  da  produção  de  biomoléculas  de  valor

industrial juntamente com manutenção ou melhoramento na taxa de fotossíntese.
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3. Objetivo Geral

Analisar  parâmetros  de  crescimento  (taxa  de  crescimento,  processo

fotossintético,  clorofila  a)  e  produção  de  biomoléculas  e  pigmentos  em  cultivo  da

cianobactéria  Aphanocapsa holsatica  (CCIBt 3053) sob luz branca,  vermelha,  azul  e

verde. 

3.1 Objetivos Específicos

a) Analisar  concentração  de  clorofila  a,  carotenoides  e  ficocianina sob

diferentes condições de qualidade de luz no cultivo;

b) Analisar efeitos na taxa de crescimento e fotossíntese da  Aphanocapsa

holsatica  (CCIBt  3053)  em  cultivo  exposta  à  luz  de  LED  branca,

vermelha, azul e verde;

c) Caracterizar a biomassa quanto à composição bioquímica;

16



4. Materiais e Métodos

Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053)

Aphanocapsa  holsatica  (CCIBt  3053)  foi  fornecida  pela  Prof.ª  Drª  Célia  L.

Sant’anna  (Instituto  de  Botânica,  Secretaria  do  Meio  Ambiente,  São  Paulo,  Brasil)

proveniente da antiga coleção Culture Collection at the Institute of Botany (CCIBt).

Condições de Cultivo

 Utilizou-se o meio de cultura BG-11 (RIPPKA et al., 1979) e temperatura 25 ±

1 °C. O fotoperíodo foi de 12 h claro e 12 h escuro e intensidade de luz 180 µmol fótons

m-2 s  –1,  intensidade  ótima  de  cultivo  estabelecida  para  essa  cepa  de  Aphanocapsa

holsatica mediante dados obtidos a partir da curva rápida de luz. 

A iluminação dos cultivos foi realizada no sentido vertical (de baixo para cima),

como mostrado na Figura 3, com o intuito de reduzir o caminho óptico da luz dentro do

cultivo e assim reduzir o auto sombreamento das células do cultivo. 

Foram utilizados  quatro  tratamentos  com luz  de  LED:  branco,  azul,  verde  e

vermelho, nos padrões comerciais. Os tratamentos foram isolados fisicamente a fim de

garantir que apenas a luz emitida pelas lâmpadas de LED selecionadas fosse presente no

ambiente. 

Figura 3. Foto do sistema utilizado para a iluminação das culturas, a fim de reduzir

o caminho percorrido pela luz dentro do cultivo. 
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             Monitoramento do cultivo

 O monitoramento do experimento foi feito de acordo com o que segue:

Fluorescência da Clorofila ɑ in vivo: utilizou-se o Fluorômetro Turner a 680 e

730 nm. A cultura foi previamente aclimatada no escuro e então mensurado o sinal de

fluorescência em unidades relativas, esse valor é comparado a uma curva de calibração

realizada com os parâmetros concentração de clorofila  a (mg/L) extraída de Chlorella

sorokiniana e intensidade de fluorescência. Desse modo, obtemos a equivalência entre

intensidade de fluorescência e concentração do pigmento fotossintético.

Biomassa seca: uma alíquota conhecida do cultivo foi filtrada utilizando filtros

de acetado de celulose (poro 0,22 µm) previamente pesados. Os filtros foram secos até

massa constante e depois usados para filtrar a cultura; então contendo biomassa algal, os

filtros foram secos em estufa (38 °C por 48 horas). A diferença entre o peso dos filtros

com biomassa e dos filtros sem biomassa equivale à biomassa algal seca referente aos

dias de análise. 

Cálculo da taxa de crescimento: baseou-se nas medições gravimétricas e de mg

de clorofila  a in vivo por litro de cultivo.  As taxas de crescimento foram identificadas

para  cada  réplica  utilizando  regressão  linear  das  curvas  de  crescimento  em  escala

logarítmica.  A  análise  foi  realizada  utilizando-se  o  software  IgorPro  6.0.5

(WaveMetrics, EUA) e o tratamento estatístico por meio do software GraphPad Prism

(versão 6 para Windows).

Estudos da fotossíntese

  A cultura foi aclimatada no escuro por vinte minutos para a determinação da

fluorescência mínima (Fo), aplicando-se fluorimetria de amplitude de pulso modulada

(PAM),  por  meio  do  equipamento  PhytoPAM II.  Após  esta  medida,  a  alíquota  da

cultura foi exposta a um pulso de luz (700 ms, 2.000 µmol fótons m-2 s-1) para medir a

fluorescência máxima (Fm). Em seguida a amostra foi submetida à intensidade luminosa

utilizada durante o cultivo para medir o rendimento quântico efetivo (Fv/Fm). Essas

medidas foram feitas quando o cultivo atingiu 72 horas,  correspondente ao meio da

curva exponencial de crescimento. As relações dispostas na Tabela 1 foram usadas para

o estudo da fotossíntese nos cultivos.
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Tabela 1. Parâmetros de fluorescência e equações utilizadas para o estudo da fotossíntese.

Significado Equação

Rendimento quântico
fotoquímico máximo de PS II

Fv

Fm

=
Fm−Fo

Fm

Rendimento quântico efetivo (F 'm−F ' o)

F 'm

Fluorescência mínima efetiva F ' o=
1

1
FO

−
1
Fm

+
1

F 'm

Fluorescência de decaimento
não fotoquímico

NPQ=
Fm

F 'm
−1

Coeficiente de decaimento
fotoquímico

qP=
F 'm−F s

F 'm−F ' o

Coeficiente de decaimento de
fluorescência

qN=1−
F 'm−F ' o
Fm−Fo

Fonte: Modificado de Principles of Operation Phytoplankton Analyzer PHYTO-
PAM-II (HEINZ WALZ GMBH, 2016)

Curva de rápida de luz

As curvas rápidas de luz foram feitas em amostras de cultura em 72 h de cultivo

utilizando o equipamento Phyto-PAM II (Heinz-Walz,  Alemanha). O aparelho emite

radiação  fotossinteticamente  ativa  (PAR)  em  pulsos  de  intensidades  crescentes  no

intervalo de 0 a 1728 µmol de fótons m-2  s-1 a cada 20 segundos sobre a alíquota do

cultivo, identificando a taxa relativa de transferência eletrônica (rETR). Mediante esses
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dados foi determinada a intensidade luminosa saturante (Ek), utilizada para os cultivos

subsequentes. 

Determinações de biomoléculas

Todas as biomoléculas foram determinadas em 72 h de cultivo, metade da fase

exponencial  de crescimento.  Após coletadas,  as amostras foram centrifugadas (1500

rpm por 10 minutos),  e o  pellet mantido a -20 ºC até  o momento da análise,  como

descrito a seguir:

Carboidratos  totais:  para  carboidratos  foi  utilizado  o  método

espectrofotométrico descrito por Albasmeh, Berhe e Ghezzehei (2013), que consiste na

reação  da  biomassa  algal  e  ácido  sulfúrico  concentrado,  na  proporção  1:3  mL. Foi

utilizado  30  mL  de  cultivo,  o  qual  após  centrifugado,  1  mL  do  sobrenadante  foi

adicionado ao pellet de biomassa e o restante do líquido foi descartado. Adicionamos o

ácido sulfúrico e a solução reacional foi agitada em vórtex. A solução reagiu por 10

minutos  e  foi  resfriada  em  gelo  por  dois  minutos  antes  de  ser  analisada  no

espectrofotômetro a 315 nm.

Proteínas totais: para proteínas utilizou-se a metodologia descrita por Slocombe

et al. (2013) modificado. Resumidamente, para a extração foram coletados 20 mL de

amostras do cultivo. Ao pellet foi adicionado 200 µL de ácido trichloroacetico (TCA) e

incubando por 15 minutos a 90 °C. Após a amostra atingir a temperatura ambiente,

acrescentou-se  250  µL  de  água  destilada,  e  após  homogeneização,  a  solução  foi

centrifugada e o sobrenadante descartado, o pellet foi acrescido de 500 µL da solução

Lowry D e incubado por 60 minutos a 80 °C. Em seguida, centrifugou-se novamente e

50 µL do sobrenadante foi coletado para a quantificação.  A leitura foi realizada em

espectrofotômetro (EPOCH) a 600 nm de comprimento de onda. Os dados adquiridos

foram comparados  a  uma curva padrão  para  quantificar  a  concentração proteica  em

mg/mL.

Lipídios totais: para lipídios totais, filtrou-se 100 mL do cultivo utilizando filtro

de fibra de vidro de poros de 0,7 µm previamente calcinado a 400 °C. Em seguida o

filtro foi colocado em um frasco de Teflon® contendo 4 mL de clorofórmio e 2 mL de

metanol e macerado utilizando bastão de vidro conforme a metodologia Parrish (1999) e

Lombardi  (1990).  Em  seguida  a  amostra  foi  sonicada  durante  5  minutos,  sob
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resfriamento,  e  posteriormente  centrifugada  a  3000  rpm  a  0  °C  por  5  minutos.

Utilizando uma pipeta Pasteur o sobrenadante foi reservado, e a biomassa precipitada

submetida ao processo de extração mais 2 vezes, adicionando 4 mL de clorofórmio. Os

extratos finais foram reunidos e posteriormente concentrados utilizando um evaporador

rotativo (IKA). Todos os materiais e equipamentos que tiverem contato com a amostra

foram previamente esterilizados utilizando uma mufla e limpos 3 vezes com metanol e 3

vezes  com  clorofórmio.  Para  o  cálculo  de  percentual  de  lipídeos  na  biomassa  foi

utilizado as equações (1) e (2) descritas abaixo, onde uma alíquota de 400 µL do extrato

foi seco em cadinho e posteriormente pesado.

Pesodoextrato de lipídios=
(volume extratoconcentrado ).( peso docadinho)

volumeadicionadonocadinho
 (1) 

% Lipídios=
(Peso doextratode lipídios ) x100
biomassa secado volumefiltrado

                                       (2)

Pigmentos 

Os carotenoides totais e clorofila  a foram extraídos e determinados de acordo

com metodologia  descrita  por  Wellburn (1994),  expressos  em  µg/  mL,  utilizando o

solvente DMSO. Foram coletadas 10 mL do cultivo foram coletados e centrifufados

para a subsequente resuspensão em DMSO para análise no espectrofotômetro.

A análise da ficocianina seguiu o protocolo desecrito  por  Yéprémian (2017).

Utilizamos 15 mL de meio de cultivo, coletados diariamente durnate o experimento. A

amostra foi centrifugada e ressuspensa em tampão salino com pH entre 7,4 e 7,5. Após

16  horas  de  reação  a  temperatura  de  4  °C,  é  realizada  a  leitura  das  amostras  nos

comprimentos de onda 620 e 650 nm.

Análise dos dados

O software GraphPad Prism (versão 6 para Windows) foi usado para elaboração

dos gráficos e para a análise estatísticas utilizando ANOVA ONE WAY e Teste de

Tukey. As representações  gráficas  referentes  a fotossíntese serão feitas no programa

IgorPro 6.0.5 (WaveMetrics, EUA). 

21



Resultados e Discussão  

5.1.  Capítulo  1.  Efeito  de  diferentes  cores  de  luz  na  produção  de

biomoléculas em Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) 

As  diferentes  cores  de  luz  influenciaram  o  crescimento  e  o  quantidade  de

biomassa de  Aphanocapsa holsatica  (CCIBt 3053). Na Figura 4A podemos observar

que nas luzes de LED vermelho, azul e verde,  A. holsatica (CCIBt 3053) apresentou

fase lag, resultando em um menor acúmulo de biomassa no final do experimento. 

A Figura 4B mostra a curva de crescimento com base em clorofila a (mg/L) em

função  do  tempo  experimental.  Observamos  que  o  LED  branco  e  verde  foram  os

melhores  para  o  crescimento  em  relação  às  luzes  vermelha  e  azul,  sendo

estatisticamente iguais (ANOVA, p > 0,05). O valor de clorofila a quando A. holsatica

(CCIBt 3053) foi exposta a luz branca foi 1,9 vezes maior do que o identificado na luz

azul. 
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Figura 4.  Curva de crescimento da cianobactéria Aphanocapsa holsatica (CCIBt

3053) segundo a (A) biomassa seca (mg/L)  e  (B)  concentração de  clorofila  a in vivo

(mg/L) em função do tempo experimental.

(A)

(B)

Na Figura 5 é possível visualizar que a luz branca viabilizou um acúmulo de

biomassa seca. Esse aumento foi de 70% comparado com o valor médio nos demais

tratamentos, atingindo a concentração de 226,8 ± 15 mg/L. Essa diferença de biomassa

pode estar relacionada a fase lag observada nas culturas irradiadas nas cores vermelho,

verde e azul, possível de ser visualizada na Figura 4A.  
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Figura  5. Biomassa  seca  às  72h  de  cultivo,  metade  da  fase  exponencial  Letras

destacam a diferença estatística dentre os tratamentos com luz de LED branca, vermelha, verde

e azul. As barras de erro indicam o desvio padrão (n = 3).

A Tabela  2  mostra  que as  taxas de crescimento,  segundo a  biomassa seca  e

clorofila  a in  vivo.  As  taxas  de  crescimento  considerando  a  biomassa  seca  foram

estatisticamente iguais (ANOVA, p> 0,05), entre os tratamentos. E assim, concluímos

que as luzes não afetaram o aumento de biomassa da  Aphanocapsa holsatica  (CCIBt

3053) e que a diferença de biomassa ao final do experimento é devido a fase lag gerada

pelos tratamentos. As luzes branca e verde destacaram-se obtendo as maiores taxas de

crescimento segundo a medição por concentração de clorofila  a,  concordando com o

gráfico de crescimento disposto na Figura 4B que as mostra com maiores concentrações

desse pigmento.

Tabela  2.  Valores  taxa  de  crescimento  nos  cultivos  de  Aphanocapsa holsatica  (CCIBt
3053) sob diferentes cores de luz, tendo como base a biomassa seca e concentração de
clorofila a.

Tratamento
Taxa de Crescimento (d-1) 

Biomassa Seca Clorofila a in vivo

Branco 0,36 ± 0,04A 0,49 ±0,03 A

Vermelho 0,58 ± 0,18A 0,30 ± 0,03 BC

Verde 0,33 ± 0,12 A 0,39 ± 0,07 AB

Azul 0,32 ± 0,05 A 0,24 ± 0,05 C
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Os  valores  das  taxas  são  maiores  aos  observados  por  Zhang  et  al.  (2019),

utilizando cepas  do gênero  Aphanocapsa sp. CCNUM3 e CCNUW2, que obtiveram

taxa de 0,16 d-1 na luz branca. O aumento na taxa de crescimento em comparação a

literatura  pode ter  sido influenciado pela forma de  iluminação  do cultivo,  visto  que

utilizamos  a  iluminação  de  baixo  para  cima,  reduzindo  o  caminho  óptico  e  o  auto

sombreamento do cultivo.

Tan  et  al.  (2020) acompanharam o crescimento da cianobactéria  Microcystis

aeruginosa,  sob  luzes  vermelha,  branca  e  azul,  e  observaram  que  a  luz  vermelha

proporcionou a maior taxa de crescimento.  Os autores também mostraram que na luz

azul  a  M. aeruginosa  obteve  menos  de  50% do valor  final  obtido  utilizando  a  luz

vermelha.  Markou (2014) analisando a cianobactéria  Arthrospira (Spirulina) platensis

identificou que a luz azul e verde foram as luzes mais prejudiciais para o crescimento e

as  luzes  rosa  e  vermelha  foram as  que  mais  favoreceram o  aumento  de  biomassa.

Luimstra  e  colaboradores  (2018) também  identificaram  que  a  luz  azul  foi  mais

prejudicial ao crescimento do que a luz vermelha, para a cianobactéria Synechocystis sp.

PCC 6803.  Com base  na  literatura  era  esperado  que  a  luz  vermelha  favorecesse  o

crescimento  e  aumento  de  biomassa  seca  da  cianobactéria  Aphanocapsa  holsatica

(CCIBt 3053), no entanto não foram os resultados que obtivemos.

Estudo  de  Barnett  e  colaboradores  (2017)  identificaram  que  a  luz  de  LED

vermelho proporcionou o melhor crescimento para  C. vulgaris  e Leptolyngbya sp.  e

sugeriu que este fenômeno fosse devido ao pico de luz vermelha estivesse próximo ao

pico  de  absorbância  da  clorofila  a.  Assim,  a  luz  vermelha  seria  a  ideal  para  o

crescimento,  enquanto  luzes  como azul  e  verde  causariam  atraso  na  fotossíntese  e

consequentemente  redução  na  taxa  de  crescimento.  Desta  forma,  nesse  trabalho

destacamos a luz azul como a que obteve menor produtividade de biomassa e taxa de

crescimento de A. holsatica (CCIBt 3053).

Em relação a composição bioquímica,  na Figura 6 reportamos a concentração de

proteinas, carboidratos e lipídios totais pra as diferentes cores de cultivo. A cor da luz

do cultivo mostrou influenciar o acúmulo percentual de proteínas por biomassa seca. A

luz  verde  proporcionou  o  maior  percentual  de  proteínas  totais,  63,78  ±  4,59%,

estatisticamente  diferente  (ANOVA,  p<0,05)  e  acima dos  demais  tratamentos  como

mostra a Figura 6A. Na luz branca A. holsatica (CCIBt 3053) apresentou 21,99 ± 2,78%
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de proteínas totais, enquanto o tratamento com luz vermelha obteve 14,25 ± 0,61%. A

luz verde proporcionou um acúmulo de proteínas 4,5 vezes maior que o encontrado no

tratamento com luz vermelha (Fig. 6A).

Figura  6. Biomoléculas  na  biomassa  de  Aphanocapsa  holsatica (CCIBt  3053)

apresentadas  como  porcentagem  do  total  de  biomassa  seca.  (A)  proteínas  totais,  (B)

carboidratos totais, (C) lipídios totais para as diferentes cores de cultivo. Letras destacam a

diferença estatística dentre os tratamentos. As cores no gráfco de barras representam as

cores de luz de LED às quais as células foram expostas. As barras de erro indicam o desvio

padrão (n = 3).

(A)                                                      (B)

(C)

Markou (2014) identificou que a luz branca favoreceu o acúmulo de proteínas na

A. (Spirulina) platensis  sendo 50,1 ± 5,5% da biomassa seca, e com luz verde 49,8 ±

4,8%.  A  microalga  Chlorella  vulgaris  é  comercializada  atualmente  como  produto

nutracêutico, dentre os motivos, devido a alta concentração proteica que é entre 51 e

58% da biomassa seca  (GROSSMANN; HINRICHS; WEISS, 2019). A Aphanocapsa
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holsatica (CCIBt 3053) obteve valores superiores aos supracitados, no tratamento com

luz verde. 

Estudo  de  Jahn  e  colabradores  (2018)  identificou  que  frente  a  diferentes

condições  luminosas  quando havia  aumento  na  concentração  de proteínas  durante  o

crescimento  de  cianobactérias  era  majoritariamente  devido  aumento de  proteínas  de

manutenção,  regulação  e  ribossomos.  As  proteínas  do  fotossistema  e  complexos

proteicos  de  proteção  a  luz,  mantinham-se  constantes  mesmo  com  o  aumento  da

intensidade luminosa. Assim, as proteínas que foram expressas nos cultivos com luz

verde  e  azul,  provavelmente,  são  para  a  manutenção  do  metabolismo  e  não  do

fotossistema.

As luzes alteraram no acúmulo percentual de carboidratos totais por biomassa

seca,  como  observamos  na  Figura  6B.  Os  dados  obtidos  do  grupo  utilizando  luz

vermelha e luz branca foram estatisticamente iguais (ANOVA, p>0,05), 39,06 ± 0,52%

e 37,71 ± 1,50%, respectivamente.  A luz azul  proporcionou menor concentração de

carboidratos, metade do valor encontrado no grupo exposto a luz branca, com 13,72 ±

1,36% (p<0.05).

Pagels  e  colaboradores  (2020a) estudaram  biomoléculas  da  cianobactéria

Cyanobium sp. sob suplementação com luzes coloridas. Esse experimento mostrou que

a luz verde proporcionou o maior percentual de carboidratos por biomassa seca (17,3 ±

1,1%), comparado às demais luzes analisadas por eles (lâmpadas de vapor de sódio nas

cores verde, vermelho, azul, branco e ultravioleta). No entanto, Markou (2014) destacou

que a luz azul  como a que proporcionou maior acúmulo de carboidratos.  Ambos os

trabalhos destoam dos dados obtidos  nesse  estudo,  o  qual  demonstrou  que as  luzes

vermelha e branca proporcionaram maior acúmulo de carboidratos.

Patel e colaboradores (2018) avaliaram sete cianobactérias (Synechocystis PCC

6803,  Synechococcus PCC  7942,  Nostoc  muscorum,  Oscillatoria  sp.,  Anabaena

cylindrica,  Lyngbya  sp.e  Phormidium  sp.)  para  a  produção  de  biomassa  de  alta

qualidade. Este estudo apresentou valores de carboidratos entre 9,8 e 32,1%, sendo o

maior  valor  identificado  na  Nostoc  muscorum,  sem  manipulação  bioquímica.  Tal

informação possibilita inferir que Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) é uma potencial

fonte  de  carboidratos,  dado  que  identificamos  valores  acima  dos avaliados  nas  sete

cianobactérias do estudo, obtendo 39,59% de carboidratos no cultivo com luz branca.

 O  percentual  de  lipídeos  por  biomassa  não  sofreu  alteração  dentre  os

tratamentos,  exposto na  Figura  6C.  Os  tratamentos  utilizando luz  vermelha  e  verde
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apresentaram  os  percentuais  mais  altos,  37,35  ±  19,69%  e  29,55  ±  17,85%,

respectivamente.  As  réplicas  cultivadas  em  luz  branca  tinham  18,93  ±  3,13%  da

biomassa  seca  composto  por  lipídios,  e  o  tratamento  com luz  azul  obteve  13,25  ±

5,11%. No entanto, as médias foram estatisticamente iguais (P < 0,05).

A  cianobactéria  Synechocystis  sp.,  da  mesma  família  que  a  Aphanocapsa

holsatica, foi identificada com 13% de lipídios na composição da biomassa seca, abaixo

dos 18% de lipídeos identificados nesse estudo, e foi a maior detecção dentre outras sete

cianobactérias, que incluem a Nostoc muscorum e a Synechococcus PCC 7942 (PATEL

et al., 2018).  Markou (2014) obteve aumento da concentração lipídica da  A. platensis

utilizando luz azul, compondo 6% da biomassa, enquanto o controle tinha 5% para este

bioproduto.  Já  para  a  cepa  de  Cyanobium sp. a  luz  vermelha  favoreceu  o acúmulo

percentual  de óleos,  com 9,7 ± 0,2%, seguido pela luz verde e controle,  8,6 ±0,6 e

7,7±0,5%, respectivamente (PAGELS et al., 2020). 
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Tabela  3.  Razão  Proteína/Carboidrato  da  Aphanocapsa  holsatica (CCIBt  3053),

Cyanobium sp. LEGE 06113 e A. platensis SAG 21.99 em diferentes tratamentos com cores

de luz.

Espécie Iluminação
Razão

Proteína/Carboidrato
Referência

A. holsatica

(CCIBt 3053)

LED Branco 0,583

Neste estudo LED Vermelho 0,364

LED Verde 2,152

LED Azul 3,728

Cyanobium sp.

LEGE 06113

SOX 1,607

PAGELS  et

al. (2020)

SOX+Vermelho 2,262

SOX+Verde 1,017

SOX+Azul 1,341

A. platensis 

SAG 21.99

LED Branco 5,693

MARKOU

(2014)

LED Vermelho 3,982

LED Verde 4,743

LED Azul 3,725

LED Rosa 4,772

LED Amarelo 4,50

Ganf e colaboradores (1986) identificaram que a razão proteína/carboidratos é

um indicativo de saúde para microalgas, analisada sob situação de estresse nutricional.

Esta  razão  sofria  um  decréscimo  em  tratamentos  com  baixas  concentrações  de

nitrogênio.  As razões proteína/carboidratos obtidas neste estudo e dados de dois outros

estudos com cianobactérias e manipulação utilizando luzes coloridas está reportada na
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Tabela 3. Obtivemos para as luzes branca e vermelha as menores razões, enquanto nas

luzes verde e azul as maiores. 

 As maiores razões de proteína/carboidratos observadas nas luzes verde e azul,

luzes nas quais obtivemos os maiores valores para rendimento fotossintético efetivo,

que será discutido mais detalhadamente no capítulo 2.  O trabalho de Markou (2014)

indicou mudanças  mais  sutis  na razão  de proteínas/carboidratos  e  obtiveram melhor

valor no cultivo com luz branca (5,693) e menor razão utilizando a luz azul (3,725). Já o

estudo de Pagels e colaboradores (2020) obteve melhor razão utilizando a luz vermelha.

Segundo Kilham e colaboradores (1997) a razão proteínas/carboidratos menores que 1,0

indicam que as células estão sob condição de estresse. Podemos inferir que a luz branca

nem sempre é a melhor luz para manutenção das cianobactérias saudáveis, uma vez que

nessa condição a razão foi menor que 1,0, assim como foi observado na luz vermelha.

Figura 7. Espectro de varredura de 400 a 700 nm do extrato da biomassa seca da

Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) em DMSO, para cada tratamento representados pelas

cores respectivas utilizadas na iluminação do cultivo. Os comprimentos de onda de cada

pico estão numericamente expostos sob os mesmos.

O espectro de absorbância da Figura 7 mostra a diferença de altura dos picos

dentre  os  tratamentos,  cada  pico  representa  um composto absorvendo a  luz que foi

emitida. A diferença de altura entre os picos representa a quantidade em que a molécula

reativa se encontra presente, quanto mais alto maior a concentração. Os espectros da
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Figura 7 não possuem diferença no perfil, uma vez que apresentam picos nos mesmos

comprimentos de onda independentemente da cor de luz durante o cultivo. O tratamento

com luz  de  LED verde  possibilitou o  maior  acúmulo  de pigmentos  por  volume de

cultivo, visto que possui o pico mais alto dentre os tratamentos. 

O pico de absorbância característico de um pigmento pode sofrer um pequeno

deslocamento dependendo do solvente utilizado e temperatura ambiente. Os picos em

470  nm  e  665  nm  correspondem  a  clorofila  a,  quando  o  solvente  é  DMSO

(WELLBURN, 1994). Temos os picos em 469 nm e 666 nm que provavelmente são

picos deslocados de clorofila a. 

A ficocianina tem seu pico de absorbância em 620 nm, e pelo espectro exposto

podemos verificar  que  não  há  um pico  expressivo para este  pigmento.  O pigmento

ficocianina  não  foi  detectado  quantitativamente  na  Aphanocapsa  holsatica (CCIBt

3053) em nenhum dos tratamentos, por este motivo apenas clorofila  a e carotenoides

são reportados na Figura 8. Para os demais picos não foi possível determinar quais eram

os pigmentos. O espectro de varredura não é indicado para a determinação de classes de

carotenoides e por esta razão não vamos discorrer sobre esse grupo de pigmentos.

Ao  fazermos  um  paralelo  entre  o  espectro  de  absorbância  na  Figura  7  e  a

concentração  de  pigmentos  por  biomassa  na  Figura  8,  percebemos  que  não  houve

diferença significativa entres os tratamentos quanto aos pigmentos, exceto clorofila a no

tratamento com luz verde.  Nesse experimento,  Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053)

não demonstrou capacidade de aclimatação cromática, uma vez que não houve mudança

no perfil de absorbância ou nos pigmentos por biomassa seca. 
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Figura 8. Pigmentos presentes em A. holsatica (CCIBt 3053) exposta a diferentes

cores de luz. As cores das barras representam as cores de luz de LED às quais as células

foram expostas. Letras maiúsculas destacam a diferença estatística dentre os tratamentos. As

cores no gráfico de barras representam as cores de luz de LED às quais as células foram

expostas As barras de erro indicam o desvio padrão (n = 3).

As luzes verde e branca proporcionaram acúmulo de clorofila a na razão de 3,58

± 0,13 e 2,38 ± 0,03 µg/mg de biomassa seca, respectivamente. O trabalho de Barnett e

colaboradores  (2017) sugeriu  que  devido  a  luz  verde  ser  refletida  pela  coloração

esverdeada das microalgas, assim tendo menor taxas de absorção dessa coloração nas

células, a resposta metabólica seria aumentar a concentração de clorofila a para capturar

a mesma quantidade de energia.  Tanto no trabalho de  Barnett e colabordores (2017)

quanto no de Park e Dihn (2019) a luz verde favoreceu o acúmuo de clorofila  a  no

cultivo, assim como identificado para Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053).

Quanto a razão de carotenoides, a concentração dentre os tratamentos não foi

significativamente  diferente  (p>0,05),  na  luz  branca  detectamos  razão  1,34  ±  0,33

µg/mg de biomassa. A luz vermelha é frequentemente destacada como o comprimento

de  onda  que  estimula  a  produção  de  carotenoides  (PAGELS;  VASCONCELOS;

GUEDES, 2021). No entanto, a A. holsatica (CCIBt 3053) não apresentou aclimatação

cromática, mantendo a concentração de carotenoides por biomassa seca nas condições

testadas.
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5.2  Capítulo  2.  Efeito  de  diferentes  cores  de  luz  na  fotossíntese  em

Aphanocapsa holsatica 

As curvas rápidas de luz da cianobactéria Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053)

sofreram variação  conforme a  cor  da  luz  usada  para  o  cultivo.  Esse  parâmetro nos

permite  avaliar  a  resposta  do  organismo  a  diferentes  intensidades  luminosas  e  sua

aclimatação,  com  base  na  taxa  de  transferência  de  elétrons  (ETR)  dentro  do

fotossistema.

Figura  9.  Curvas  rápidas  de  luz  de  Aphanocapsa  holsatica  (CCIBt  3053)

representadas como rETR (taxa de transporte de elétron relativa) em função da intensidade

de radiação fotossinteticamente ativa (PAR) em culturas mantidas sob diferentes condições

de cultivo. As cores das linhas representam as cores de luz de LED às quais as células foram

expostas.

Quanto maior a inclinação no início do gráfico (alfa), maior é a eficiência na

captura da luz. Além disso podemos identificar a máxima energia que o fotossistema

consegue gerir antes da fotoinibição (ETRmax). A curva rápida do tratamento utilizando

luz  vermelha  atinge  o  platô  antes  dos  demais  tratamentos,  indicando  que  a

Aphanocapsa  holsatica  (CCIBt  3053)  possui  maior  sensibilidade  a  esta  cor  e  tem

dificuldade de aclimatar-se para variações de intensidade luminosa. Esta resposta pode

ser  devido a luz vermelha ter  o comprimento de onda próximo do comprimento de
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excitação da clorofila a, assim intensidades maiores causariam danos a fotossíntese por

excesso de energia que não conseguiu ser dissipada de forma eficiente. 

Os  tratamentos  com  luz  verde  e  azul  proporcionaram  identificar  taxas  de

transporte  de  elétrons  acima  da  identificada  no  tratamento  com  luz  branca.  Assim

podemos inferir que as cores azul e verde favoreceram a fotossíntese, por possibilitarem

uma ETR mais alta que as demais e com a mesma intensidade luminosa. A taxa ETR

está  relacionada  aos  elétrons  que  passam pelo  fotossistema  II,  a  fixação  de  CO2  e

liberação  de  oxigênio.  No  entanto  esta  relação  não  é  fixa  ou  linear,  pois  em

cianobactérias o fotossistema não é isolado do restante do metabolismo por membranas,

acarretando em troca de elétrons entre o sistema de respiração, movimento cíclico de

elétrons  no  fotossistema  e  interação  com  proteínas  de  transferência  (SUGGETT;

PRÁŠIL; BOROWITZKA, 2010) .

Tabela 4. Parâmetros da curva de luz. Taxa de transporte de elétrons máxima (ETR, µmol
elétrons m-2 s -1), alfa (µmol elétrons /µmol fótons) e Ek (µmol fótons m-2 s -1) para os
cultivos de  Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) nos tratamentos utilizando luz de LED
branco, vermelho, azul e verde.

Tratamentos ETR máxima Alfa Ek

Branco 88,8 ± 8,9 0,28 ± 0,04 309,5 ± 14,1

Vermelho 27,2 ± 10,2 0,14 ± 0,05 187,93 ± 1,6

Azul 120,0 ± 4,1 0,43 ± 0,02 273,8 ± 6,6

Verde 95,8 ± 20,8 0,37 ± 0,05 258,2 ± 26,5

O valor da ETRmax mensura o limite de energia que o fotossistema suporta antes

de ocorrer a inibição da fotossíntese, e o Ek é a irradiação mínima saturante antes de

ocorrer a fotoinibição (RALPH; GADEMANN, 2005). Os valores dos parâmetros alfa,

Ek e  ETRmax foram diferentes  em cada  tratamento,  como observamos  na  Tabela  4.

Obtivemos um aumento de 4 vezes na ETRmax quando a luz de cultivo foi a azul. Os

maiores valores de ETRmax foram nos cultivos azul e verde e isto pode estar relacionado

ao aumento na produção de proteínas observado. Assim também o cultivo irradiado sob

luz vermelha obteve a menor ETRmax e menor concentração de proteínas por biomassa

seca. 
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A luz branca necessita de maiores níveis de irradiação para causar fotoinibição

na  Aphanocapsa holsatica  (CCIBt 3053), assim como nos comprimentos de onda de

maior  nível  energético  como  a  luz  azul.  A  luz  azul  mostrou-se  mais  fácil  de  ser

capturada pela  A. holsatica  (CCIBt 3053), uma vez que obteve o maior valor de alfa

dentre os tratamentos.

Park e Dinh (2019) analisaram a influência das luzes azul, verde e vermelha em

Arthrospira maxima e a  ETRmax seguiu a ordem crescente: vermelho, branco, verde e

azul, assim como observado em A. holsatica (CCIBt 3053; Tabela 3). A cianobactéria

Cyanobium sp., analisada utilizando suplementação com lâmpadas a vapor, não obteve

variação em parâmetros fotossintéticos, no entanto registrou mudanças na composição

bioquímica (pigmentos,  lipídios,  carboidratos,  fenóis,  entre  outras moléculas),  exceto

concentração de proteínas totais  (PAGELS et al., 2020).

Figura 10.  (A) Rendimento quântico máximo e (B) Rendimento quântico efetivo obtidos em

72 h de cultivo da Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) nos diferentes tratamentos. Letras

destacam a diferença estatística dentre os tratamentos e as cores dos gráficos de barras

representam as cores de luz de LED às quais as células foram expostas. As barras de erro

indicam o desvio padrão (n = 3).

A B

 Os rendimentos quânticos máximo e efetivo foram afetados pela cor do LED do

cultivo como observado na Figura 10. Esses parâmetros permitem mensurar a eficiência

do  processo  de  fotossíntese,  quando  adaptado  ao  escuro  (rendimento  quântico

fotossintético máximo) e adaptado à luz de cultivo (rendimento quântico fotossintético

efetivo).  A  comparação  de  rendimento  entre  espécies  não  é  adequada,  no  entanto,

quando analisamos uma mesma cepa podemos estabelecer o parâmetro de que quanto
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maior o rendimento fotossintético melhor a saúde do indivíduo (SCHUURMANS et al.,

2015). 

A cor vermelha causou estresse na  A. holsatica  (CCIBt 3053), resultando em

menores rendimentos quânticos máximo e efetivo em relação aos outros tratamentos

(p<0,05), como mostra a Figura 10. Para os outros tratamentos, o rendimento quântico

máximo não foi  afetado.  Na figura 10B temos o rendimento quântico efetivo, sendo

maior valor obtido no tratamento com luz azul, 0,42 (p<0,05).

A fluorescência identificada na análise do rendimento efetivo para a luz azul foi

superior ao valor identificado no rendimento quântico máximo. Mostrando que a luz

utilizada  para  o  cultivo  foi  mais  eficiente  para  a  fotossíntese  do  que  a  luz

fotossintéticamente  ativa  (PAR)  que  é  utilizada  pelo  equipamento,  que  não  é

monocromática.  Utilizando  os  dados  de  rendimento  efetivo  como  base  de  análise

podemos  mensurar  a  diferença  entre  os  rendimentos  dos  tratamentos,  uma vez  que

analisamos mediante a comprimento e intensidade semelhante a das luzes utilizadas no

cultivo. 

Os maiores rendimentos efetivos foram obtidos utilizando a luz verde e azul no

cultivo  e,  foram  nessas  cores  também  que  identificamos  maiores  razões

proteína/carboidrato  (Tabela  3),  reforçando  que  estas  cores  não  causaram  estresse

durante o cultivo de A. holsatica (CCIBt 3053), essas razões estão expostas na Tabela 3.

Park  e  Dinh  (2019)  também  obtiveram  maiores  rendimentos  quântico  efetivos

utilizando as luzes verde e azul  no cultivo da cianobactéria  Arthrospira máxima,  no

entanto, as biomoléculas não foram analisadas.

O fato do fotossistema absorver o fóton não significa que a movimentação de

elétrons será em favor da geração de moléculas energéticas, podendo ser encaminhado

para outras reações ou para proteínas que compõem o processo de transporte de elétron

(SCHUURMANS,  et.  al.  2015).  No  entanto,  A.  holsatica  (CCIBt  3053)  mostrou

indicativos de que utilizou a energia absorvida para a produção de biomoléculas, em

destaque as proteínas. A literatura mostra que a luz azul influencia mais o fotossistema I

ao invés do fotossistema II, o que causa uma diminuição na síntese de ATP e aumento

de NADPH (LUIMSTRA et al., 2018; TOYOSHIMA; TOYA; SHIMIZU, 2020). 
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Figura  11.  As  cores  de  luz  debaixo  da  água  (a)  marinha,  (b)  continental  com

turbidez intermediária e (c) lagos extremamente turvos. O aumento da turbidez desloca o

espectro  em  direção  a  luz  vermelha.  Fonte:  STOMP,  MAAYKE.  (2008).  Colourful

Coexistence: A New Solution to the Plankton Paradox.

A  espécie  Aphanocapsa  holsatica é  comum  em  águas  continentais  em

profundidade de aproximadamente 2 metros. Nesses ambientes aquáticos a penetração

da luz na água é alterada pelas partículas e sais existentes no meio, como observamos na

Figura  11. Quando  temos  um  corpo  d’água  pobre  em  compostos  orgânicos  a  luz

consegue atingir profundidades maiores e com predominância da cor azul, comum em

ambientes marinhos. Com o aumento de compostos orgânicos a cor azul passa a ser

absorvida pela água e assim a cor que consegue alcançar o interior passa para verde,

comum em águas continentais, e vermelhos, comum em corpos d’água em processo de

eutrofização.

Aphanocapsa holsatica (CCIBt 3053) não demonstrou capacidade de modular os

pigmentos  frente  as  qualidades  e  intensidades  de  luz  utilizadas  neste  estudo,  assim

supomos que manteve as suas características de adaptação do nicho onde foi coletada.

Relacionando a forma de decomposição de luz dentro de águas continentais, sugerimos

que a cepa está adaptada a águas pobres em compostos orgânicos, uma vez que mostrou

melhores indicativos de saúde quando expostas às cores de luz azul e verde.  
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Também  identificamos  que  a  Aphanocapsa  holsatica  (CCIBt  3053)  é  uma

potencial  fonte  de  proteínas  e  carboidratos,  no  entanto  mais  testes  não  necessários

quanto a segurança alimentar e assim direcionar para os seus produtos. Sugerimos que

mais  testes  possam ser  feitos  no  intuito  de  identificar  os  óleos  produzidos  pela  A.

holsatica (CCIBt 3053), assim como a medição quantitativa da biofixação de CO₂.
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6. Conclusão

A  Aphanocapsa  holsatica  (CCIBt  3053)  demonstrou  potencial  como  fonte

proteica  e  de  óleos  totais.  Foi  possível  identificar  que  as  luzes  de  LED  branca,

vermelha,  azul  e  verde  causaram  alteração  nas  biomoléculas  e  pigmentos  da  A.

holsatica (CCIBt 3053). As culturas expostas às luzes azul e verde obtiveram aumento

de  proteínas  e  maiores  determinações  de  rendimento  de  fotossíntese.  Os  cultivos

expostos a luz azul atingiram maiores taxas de transferência de elétrons (ETR), melhor

eficiência  de  absorção  de  luz,  melhor  rendimento  efetivo  e  a  maior  razão

proteínas/carboidratos, evidenciando que a luz azul favoreceu o processo fotossintético

de A. holsatica. 

Utilizando  luz  de  LED  verde  triplicamos  a  concentração  de  proteínas,

aumentamos  os  rendimentos  fotossintéticos,  sem  prejudicar  a  concentração  de

carotenoides  e  clorofila  a.  Baseando-nos  nas  informações  de  habitat  da  espécie  A.

holsatica sugerimos que condições de cultivo sejam semelhantes a fim de proporcionem

melhores taxas de fotossíntese e concentração de proteínas.

A  luz  vermelha  alterou  o  rendimento  fotossíntético,  ETR  e  razão

proteínas/carboidratos, resultando em valores mais baixos que os demais tratamentos,

indicando  possível  estado  de  estresse.  Não  houve  alteração  na  proporção  de

carotenoides  ou  taxa  de  crescimento  biomassa  d-1  dentre  os  tratamentos.  Não  foi

possível quantificar ficocianina na A. holsatica (CCIBt 3053), embora pelo espectro de

absorbância seja possível identificar um pico baixo e característico desse pigmento.

Destacamos,  que  apesar  da  luz  branca  ser  a  principal  cor  para  a  cultivo  e

manutenção de cianobactérias e microalgas,  nem sempre a luz branca é a melhor luz

para  manter  a  saúde  fisiológica  da  microalga.  Além  disso,  ressaltamos  que  as

características do nicho onde a alga foi coletada devem ser relevantes para a análise

completa do organismo e por vezes pode ser a melhor condição para um metabolismo

saudável.
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