Universidade Federal de Sao Carlos
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde

Departamento de Botanica

Investigando Chlorolobion braunii em escala laboratorial: uma abordagem fisiologica para o
entendimento do efeito sinérgico de cobre e LEDs branco/azul/vermelho na sintese de

biomoléculas

Julia Bolli



Universidade Federal de Sao Carlos
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde

Departamento de Botanica

Investigando Chlorolobion braunii em escala laboratorial: uma abordagem fisiologica para o
entendimento do efeito sinérgico de cobre e LEDs branco/azul /vermelho na sintese de

biomoléculas

Julia Bolli

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Bacharelado
em Biotecnologia da Universidade
Federal de Sao Carlos como pré-
requisito a obtengdo do grau de

Bacharel em Biotecnologia.

Orientadora: Ana Teresa Lombardi



Dedicatoria

Dedico este trabalho a minha mae,
Adriana, cujo investimento na minha
educagdo, encorajamento e suporte
durante toda minha vida foram
fundamentais, e a minha irmd, Sofia,
pelo apoio e companheirismo
incondicional. Agradeg¢o por todo o
amor, paciéncia e compreensdo ao

longo dessa jornada.



Agradecimentos

A minha mae, Adriana Vieira Cerri, e minha irma, Sofia Vieira Corréa, por acreditarem no

meu potencial.

A Prof*. Dr*. Ana Teresa Lombardi, por ter me proporcionado a oportunidade de aprender e
contribuir para a pesquisa no Laboratdrio de Biotecnologia de Algas, pelo investimento de
seu tempo e conhecimento em meu crescimento profissional e pessoal, e pelo

companheirismo nos desafios e nas conquistas dentro e fora do laboratdrio.

A Dr*. Jaqueline Carmo da Silva, cujo comprometimento e dedicacdo em me ajudar a
alcangar meus objetivos académicos foram verdadeiramente fundamentais e inspiradores.

Obrigada por ser ndo apenas uma excelente orientadora, mas também uma amiga.

Ao Leonardo Murilo Aoyagi, por sua disposi¢ao, apoio e contribui¢do cruciais para o

desenvolvimento deste trabalho.

A Repiiblica Létus, pelo acolhimento, por estarem sempre presentes, compartilhando

momentos divertidos e me apoiando nas fases desafiadoras.

Aos meus colegas e amigos do Laboratorio de Biotecnologia de Algas pela companhia e toda

a ajuda durante o projeto.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), Processos n°
2021/13817-1 (bolsa de estudos) e 2018/07988-5 (projeto tematico).



Resumo

Microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes com ampla biodiversidade e plasticidade
fisiologica, sendo os produtores primarios nos ecossistemas aquaticos. Apresentam importante
papel ecologico, na medida que contribuem para o equilibrio da cadeia alimentar nesses
ambientes e para manuten¢do das condi¢des climaticas, devido a atividade exercida na
mitigacdo biologica do CO,. Através das respostas fisioloégicas e metabolicas frente as
variagoes do ambiente, a composi¢ao bioquimica das microalgas pode ser alterada, fazendo do
metabolismo algal uma importante ferramenta biotecnoldgica para otimizar a producdo de
biomassa e potencializar a sintese de biomoléculas de alto valor agregado, como lipideos,
carboidratos, proteinas e carotenoides. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
elemento cobre (Cu) e luzes LED de cores branca, azul (A 420-470 nm) e vermelha (A 660 nm)
nos parametros de crescimento, fotossintéticos, e producdo de biomoléculas da microalga
Chlorolobion braunii. Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores de bancada, com Cu
em concentracdo de relevancia ambiental (5,0x1077 mol.L!). Foram monitorados os parimetros
de crescimento, para os quais maiores taxas de crescimento foram obtidas sob luzes branca e
azul (~ 1,0 d'"), do que sob vermelha (~ 0,75 d!). Os pardmetros fotossintéticos de rendimento
quantico méaximo e efetivo, e decaimento fotoquimico nao foram afetados pelas manipulagdes,
enquanto o decaimento nio fotoquimico (NPQ) foi maior sob as cores de luz branca e azul (~
0,3), do que sob a vermelha (~ 0,2). Observou-se o efeito hormese na produgdo de proteinas na
combinag¢do de luz vermelha e cobre adicional, a qual elevou o teor de proteinas em ~ 165%
em relag@o ao controle na mesma cor de luz. Os resultados bioquimicos mostraram que a adi¢ao
de cobre favoreceu a sintese de biomoléculas, com destaque para a produgdo de 6leos, os quais
compuseram 80% da biomassa seca (BS), sugerindo o papel de lipideos como reserva
energética preferencial em Chlorolobion braunii, o que a torna uma microalga promissora para

o setor energético.
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1. Introducio

As microalgas sdo microrganismos fotossintetizantes de extensa biodiversidade, com
nimero incerto de espécies, mas que foi estimado entre 30.000 e 1.000.000 (BARKIA et al.,
2019; DOLGANYUK et al., 2020). Essa variedade contribui para o emprego potencial da sua
biomassa em diversos setores industriais, visto que representam uma fonte natural de
compostos. Algumas caracteristicas desses organismos os fazem particularmente interessantes
para a industria, sendo elas a composicdo bioquimica, rapido crescimento, tolerancia a
diferentes formas de cultivo, além de constituirem uma fonte de energia sustentavel devido a
conversao de carbono atmosférico, luz e 4agua em energia armazenada na forma de
biomoléculas (LIM ¢ SCHENK, 2017; RUMIN et al., 2020).

O interesse biotecnologico acerca das microalgas se deve a plasticidade da sua
fisiologia, que possibilita alteragdes na composi¢do bioquimica das células dependendo das
condigdes de cultivo (BARACHO et al., 2019; DOLGANYUK et al., 2020). A sintese de
biomoléculas especificas pode ser direcionada a partir de manipulagdes na cultura,
principalmente por meio de fatores abiodticos, como temperatura, salinidade, cor de luz, pH,
fonte de carbono, nutrientes disponiveis e demais compostos do meio, como a presenga de
metais, que influenciardo nas caracteristicas da biomassa (MIAZEK et al, 2015;
BALASUBRAMANIAM et al., 2021).

Essenciais para o metabolismo celular das microalgas, os micronutrientes sao
envolvidos em diversas funcgdes celulares e atividades enzimadticas, e podem influenciar
também a morfologia celular (DEBELIUS et al., 2009; LOMBARDI e MALDONADO, 2011;
MIAZEK et al., 2015). Dentre os metais, o cobre (Cu) ¢ um micronutriente associado a
processos fisiologicos e metabdlicos como divisdo celular e fotossintese. Em concentragdes
acima das ambientalmente relevantes, o cobre pode ser toxico as microalgas (ROCHA et al..,
2016; SILVA, ECHEVESTE, LOMBARDI, 2018; BARACHO et al., 2019). Efeitos
intracelulares resultantes da adicdo de Cu no meio de cultura mostram alteragdes na
composicdo bioquimica e modificam atividades metabdlicas. BARACHO et al. (2019)
observaram que a microalga, Chlorophyta de 4gua doce, Chlorolobion braunii, teve a producao
de lipideos aumentada em 8x com adi¢do de 5,7 x 10° a 5,0 x 10 mol.L"! de Cu no meio de
cultura, enquanto carboidratos totais em 15x e proteinas em 13x.

A producdo de microalgas em escala ampliada passa ainda por problemas relacionados
ao custo e, por isso, aumentar o rendimento de biomoléculas por unidade de massa algal pode

ser uma maneira eficiente de viabilizar uma relagdo custo/beneficio favoravel. A interferéncia
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de fatores fisicos, como qualidade da luz, associados a fatores quimicos, como concentragdes
de metais, altera as caracteristicas da cultura algal, podendo colaborar para maior rendimento
de biomassa e biomoléculas, além de influenciar a qualidade destas (CHELONI, COSIO e
SLAVEYKOVA, 2014; BALASUBRAMANIAM et al., 2021). Desse modo, manipulagdes
bioquimicas podem viabilizar a produ¢ao de microalgas em larga escala devido a possibilidade
de maior rendimento de bioprodutos por unidade de massa produzida.

A utilizagdo do Cu como ferramenta para o aumento de biomoléculas, pressupde que
em uma certa concentragdo do elemento, ha maior producdo de biomoléculas junto a
manutengdo ou pouca variagdo na taxa de crescimento, aumentando assim o rendimento de
biomoléculas (BARACHO et al., 2019). Utilizando concentragdes de Cu de relevancia
ambiental, Echeveste et al. (2017), Wan et al. (2018), Silva et al. (2018), ¢ Alho et al. (2020)
obtiveram o estimulo necessario para a producdo de biomoléculas e manuten¢ao ou aumento
da taxa de crescimento durante a exposi¢do das microalgas Chlorolobion braunii, Chlorella
sp., Scenedesmus quadricauda, e Raphidocelis subcapitata, respectivamente, ao metal.

Assim como o micronutriente, a cor, ou qualidade da luz, também podem influenciar a
composi¢do bioquimica das microalgas, o que se deve a absor¢do seletiva das faixas de
comprimentos de onda pela clorofila e outros pigmentos (SCHULZE et al., 2014; BAER et al.,
2016). Em espécies como Nannochloropsis salina, Nannochloropsis oceanica,
Nannochloropsis oculata e Picochlorum atomus, o cultivo sob luz verde favoreceu maior
sintese de lipideos, com 56% N. oculata, 53% N. oceanica, € 52% N. salina. Enquanto a luz
azul promoveu maior rendimento de biomassa para N. oculata, N. oceanica e N. salina (RA et
al., 2016).

A combinagdo dos dois fatores, um metal (fator quimico) e cor de luz (fator fisico) para
estimular o acimulo de biomoléculas tem se mostrado uma estratégia promissora para nao
interferir na taxa de crescimento celular (Deposito Patente INPI BR 1020210197781). Como
fonte de luz, propomos o uso de LED por possuirem comprimentos de onda especificos e serem
mais eficientes e econdmicos que a luz fluorescente convencional (YAN et al., 2013; OLLE e
VIRSILE, 2013). No contexto do equilibrio entre aumento do rendimento dos produtos e
manutengdo da taxa de crescimento, busca-se evitar os efeitos negativos dos metais as células,
melhorando a sintese e maximizando a produ¢do de compostos de valor agregado (MIAZEK
etal.,2015).

Considerando o interesse atual na produg¢do de microalgas visando a obtengdo de
biomoléculas e bioprodutos de importdncia comercial, mais a capacidade de promover

manipulagdes para produzir biomassa final com caracteristicas diferentes (DOLGANYUK et
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al., 2020), a selecdo de novas espécies ¢ um fator importante que impacta diretamente a
viabilidade econdmica do processo (RIZWAN et al., 2018). Optamos aqui pela microalga
verde (Chlorophyta) Chlorolobion braunii por ser uma microalga cosmopolita de dgua doce,
capaz de acumular até 73% de lipideos, e que ja apresentou maior rendimento de biomoléculas
sob estimulo de cobre, o que a caracteriza como uma espécie robusta de rapido crescimento e
tolerante a diversas condigoes ambientais (WILLIAMS ¢ MCMILLAN, 1961; RIZWAN et al.,
2018; BARACHO et al., 2019) e, ainda, possivel de ser manipulada.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de concentragdes de cobre
ambientalmente realistas e da exposicao a diferentes cores de luz, como fatores isolados e em

combinagdo, na espécie Chlorolobion braunii, uma Chlorophyta de 4gua doce.

2.  Revisao Bibliografica

As microalgas possuem habilidades fisiolégicas de converter energia solar em
compostos bioquimicos essenciais, tanto para seu proprio desenvolvimento, como para os
sucessiveis niveis troficos em ecossistemas naturais. A quantidade e qualidade das moléculas
sintetizadas, dependem de fatores fisicos e quimicos, dentre eles, a composi¢ao do meio de
cultivo. Logo, a manipulagdo bioquimica das culturas, permite, através de uma abordagem
biotecnolodgica, otimizar a sintese de biomoléculas visando atender as demandas comerciais e
industriais (CHIA; LOMBARDI; MELAO, 2013; BARACHO et al., 2019).

Apesar das microalgas possuirem altas taxas de crescimento, essa caracteristica pode
ser afetada negativamente quando hé variacdes nas condi¢des de cultivo, como na concentragao
de nitrogénio, metais, mudancas no pH, luminosidade, salinidade, gerando estresse celular
(CHEN et al., 2017). Como consequéncia, tém-se a queda na taxa de crescimento populacional
e consequentemente da produtividade final das biomoléculas, o que representa um empecilho
para a redu¢do dos custos do processo e ampliacdo de escala de produgcdo (BARACHO et al.,
2019). Por exemplo, no cultivo de Koliella antarctica, o aumento da salinidade e luminosidade
resultaram na reducdo na produtividade de biomassa. Os valores ficaram entre 0,50 a 0,53 g.L-
! nas salinidades 0% a 4%, similares as concentra¢des de dgua doce, enquanto 0,45 g.L ™! 0,48
g.L'1.d"! nas salinidades mais altas, 8 a 32%, semelhantes ao ambiente marinho. Ja para as
intensidades luminosas, a produtividade de biomassa reduziu de 1,04 g.L''.d! em 250 umol
photons m? s™!, para 0,87 g.L"1.d"! em 500 pmol photons m? s™!, ocasionando menor rendimento
de biomassa, proteinas e variacdes no perfil lipidico (SUZUKI et al., 2018). O mesmo foi
observado por Roy, Nielsen e Milledge (2021) em Dunaliella tertiolecta cultivada em

condi¢des de alta luminosidade e deplegdo de nitrogénio, resultando em menores concentragdes
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celulares, de ~8x10° células.mL"' em 145 umol photons m? s! em 5 mmol de nitrogénio, versus
~2x10° células.mL ™! em 550 umol photons m? s! em 0,5 mmol de nitrogénio. Os autores

mostraram que a produtividade de clorofila, carotenoides e polifenois foi mais baixa na situagao
com maior luminosidade e menor disponibilidade de nitrogénio (ROY; NIELSEN;
MILLEDGE, 2021).

De forma geral, a literatura recente mostra que manipulagdes nas culturas microalgais
favorecem o actimulo de compostos bioquimicos enquanto reduzem a divisdo celular. Breuer
et al. (2012) investigou os efeitos da limitagdo de nitrogénio nas culturas de nove espécies de
microalgas, das quais Chlorella vulgaris, Nannochloris sp., Neochloris oleoabundans,
Isochrysis galbana, Phaeodactylum tricornutum e Porphyridium cruentum apresentaram menor
rendimento de biomassa ou inibi¢do completa do crescimento, enquanto acumularam lipideos.
Com a mesma estratégia, Dunaliella tertiolecta e Thalassiosira pseudonana foram capazes de
sintetizar até 2,3 vezes mais lipideos as custas da queda na taxa de crescimento (JIANG;
YOSHIDA; QUIGG, 2012).

Como apresentado, manipulagdes bioquimicas podem ser realizadas por meio de diversos
parametros no cultivo, combinados ou ndo, e a resposta fisiologica e bioquimica varia entre as
espécies de microalgas. O estresse causado pela deple¢ao de nutrientes € atualmente a estratégia
mais utilizada para desencadear o acumulo de metabdlitos nas microalgas. Por exemplo, os
teores de carboidratos ou lipideos podem chegar a mais de 50% com base no peso seco (DW)
em microalgas produtoras de amido ou oleaginosas. No entanto, devido ao intenso estresse
ocasionado pela deple¢do de nutrientes, o acimulo de biomassa ¢ geralmente dificultado,
levando a baixa concentracdo de amido ou lipideo (HU et al., 2008; RAN et al., 2019). Além
disto, a produtividade ¢ limitada devido ao declinio inevitavelmente acompanhado da atividade
fotossintética e o consequente comprometimento da producdo de biomassa. A principal razao
para o declinio da fotossintese ¢ a geragdo de ROS em condi¢des de deplecdo de nutrientes, o
que prejudica o aparato fotossintético (SRINIVASAN et al., 2018).

Os mecanismos pelos quais os microrganismos removem metais das solugdes incluem:
acumulagdo ou precipitagdo extracelular que pode ser facilitada pelo uso de microrganismos
viaveis, sor¢ao ou complexacao da superficie celular que ocorre com microrganismos vivos ou
mortos. Por fim, o acimulo intracelular que requer atividade microbiana (COSSICH et al.,
2002). Embora as células vivas e mortas sejam capazes de acumular metal, os mecanismos
envolvidos diferem. Geralmente os ions metalicos sdo aprisionados na estrutura celular e,

subsequentemente, biossorvidos nos locais de ligacdo presentes na estrutura celular. Este
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método de captacdo ¢ independente do ciclo metabolico biologico, conhecido como
“biossorcao” ou “captagdo passiva” (MALIK, 2004). Além disso, os ions metalicos podem
passar para a célula, através da membrana celular, via ciclo metabolico. Este modo de captagao
de metal ¢ denominado “captagdo ativa”. A absorcao de metal pelos modos ativo e passivo pode
ser denominada por “bioacumulagdo”. Assim, quando sdo utilizadas concentracdes de metais
como variaveis na cultura, o estresse oxidativo gerado pode impulsionar maior sintese de
compostos celulares (MIAZEK et al., 2015). Substrato contendo metais como cadmio, cobre,
cobalto, mercurio, em baixas concentracdes, utilizado como meio para cultivo de Scenedesmus
obliquus, aumentou em 61% o rendimento lipidico (NAPAN et al., 2015).

Para contornar esse problema, varias estratégias tém sido desenvolvidas objetivando aliviar
o estresse oxidativo causado pela deplecdo de nutrientes e, consequentemente, melhorar a
producdo de biomassa e de seus metabolitos de armazenamento. O cobre (Cu) ¢ um
micronutriente necessario as microalgas para manuten¢do do metabolismo ideal, afetando o
crescimento, fotossintese ¢ o fluxo de elétrons. Porém, os efeitos visiveis na fotossintese e
crescimento populacional da falta ou excesso de Cu sdo similares, ou seja, ha uma diminui¢ao
no fluxo de elétrons, bem como na taxa de crescimento e rendimento quantico. Isso indica que
a faixa de concentracdo 6tima possui um limite superior e inferior, onde as microalgas podem
adaptar seu maquinario para atingir o melhor desempenho (ROCHA et al., 2021).

O efeito responsavel pela resposta fisioldgica na qual exposicao a baixas dosagens retornam
um efeito estimulante, enquanto em altas quantidades sdo tdxicas ou inibitdrias ¢ chamado de
hormese (CALABRESE e MATTSON, 2010). O efeito hormese compreende a resposta
adaptativa a dosagem do agente quimico, que estimula a maquinaria celular a reagir em termos
de tolerar as condigdes impostas, de modo a continuar funcional (CALABRESE e MATTSON,
2010). Para a microalga Raphidocelis subcapitata, quando exposta a baixas concentracdes do
ion cobre e também nanoparticulas de cobre, um estimulo no crescimento celular foi observado
(ALHO et al., 2020).

Aplicando o principio do efeito hormese, pode-se manter o estimulo provocado pela adi¢ao
do cobre ao aciimulo de biomoléculas. Em Chlorella minutissima, 0,4 mM de cobre provocou
aumento de 34% no rendimento de lipideos, devido ao aumento na densidade da biomassa e
contetdo lipidico celular (YANG et al., 2015). Baixas concentracdes de cobre total, 0,1 ¢ 1 uM
(equivalente a cerca de 10 a 10® mol.L"! de cobre livre), estimularam o crescimento de
Chlorolobion braunii, em 5,3 a 14,1% a mais em rela¢do ao controle, enquanto cddmio afetou
esse parametro negativamente, com morte celular chegando a 40% em 1 pM de cadmio

(ECHEVESTE et al., 2017). Para esta mesma microalga, o cobre, a 2,5 x 10® mol.L"!, também
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promoveu aumento de biomoléculas com pequena influéncia na taxa de crescimento (~17%
menor que o controle), versus a queda de ~93% da taxa de crescimento, na maior concentracao
de cobre testada (BARACHO et al., 2019). Isso resultou em uma maior produtividade de
biomoléculas em geral.

A qualidade da luz de exposicdo também possui influéncia no desenvolvimento das
microalgas (MIAZEK et al., 2015; BALASUBRAMANIAM et al., 2021). Os comprimentos
de onda (A) do espectro luminoso, que sdo absorvidos dependem do aparato fotossintético e da
composi¢ao dos pigmentos, que possuem diferentes espectros de absor¢do (CARVALHO et al.,
2010; BAER et al., 2016). Por exemplo, clorofilas absorvem as faixas referentes as cores azul
(A 420-470 nm) e vermelha (A 660 nm), ja os carotenoides absorvem luz entre A 400—550 nm e
ficobilinas A 500-650 nm (CARVALHO et al., 2010). Por meio da utilizagdo destes diferentes
comprimentos de onda, ¢ possivel favorecer a fotossintese com a manipulagdo do espectro de
luz, que pode otimizar os rendimentos de biomassa e bioprodutos (BAER et al., 2016;
RAMANNA; RAWAT; BUX, 2017).

Cultivo realizado com Chlorella vulgaris exposta a diferentes comprimentos de onda, Yan
et al. (2013) mostraram que a luz vermelha foi mais favoravel a reproducdo, com taxas de
crescimento entre 119,22 - 135,37%, quando comparada a luz branca (108,72 - 124,42%);
amarela (99,32 - 114,56%), roxa (38,63 - 61,83%), azul (32,74 - 60,32%) e verde (5,67 -
2,74%). Autores como Keeling (2013) apontaram que luz vermelha (660 nm) e azul (420-470
nm) sdo favoraveis ao crescimento de microalgas. De fato, existem evidéncias que comprovam
uma aceleracao do ciclo celular, resultando em maiores taxas de crescimento, células menores,
com acdo na expressdo de genes e rotas metabdlicas, como estimulo a sintese proteica e
regulacdo de substratos e cofatores enzimaticos (RUYTERS, 1984). A luz verde (550 nm)
possui comprimento de onda mais energético e promove maior eficiéncia fotossintética,
propiciando teor méximo de 20,45% de acidos graxos em Nannochloropsis sp., maior que
quantidades obtidas sob luzes azuis 19,37%, brancas 18,21% e vermelhas 16,57% (DAS et al.,
2011).

A manipulagdo bioquimica visando maior rendimento de bioprodutos depende da sele¢ao da
espécie, a qual deve ser sensivel o suficiente para responder as variacdes nas condigdes de
cultivo, mantendo o crescimento e alterando a composi¢do de biomoléculas. Além disso,
espécies nativas, de ambientes aquaticos locais que estdo expostos as flutuagdes ambientais
ocasionais, € que ja sdo minimamente aclimatadas ao local no qual se pretende cultivar, podem
ser indicadas para manipulagdo (LIM e SCHENK, 2017). Chlorolobion braunii ¢ uma espécie

de 4gua doce que compde o fitoplancton tropical e subtropical, sendo encontrada em sistemas
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aquaticos diversos (ECHEVESTE et al., 2017, BARACHO et al., 2019). A cepa utilizada neste
trabalho foi selecionada por produzir alta quantidade de lipideos, ser passivel de manipulacao
com cobre (BARACHO et al., 2019) e ja teve cultivo em escala ampliada testado com resposta
positiva (TT3, Processo FAPESP 2019/02503-6).

Baracho et al. (2019) mostrou que a microalga Chlorolobion braunii, cultivada em meio
com concentragdes de cobre variando de 5,7 x 10 a 5,0 x 10°® mol.L!, foi capaz de produzir
maiores quantidades de biomoléculas, como 8x mais lipideos, 15x mais carboidratos, e 13x
mais proteinas, na presenca de maiores concentragdes de cobre do que em concentragdes
controle do metal. Essa espécie também pode atingir alto teor de lipideos, como observado por
Williams e McMillan (1961), os quais registraram 72,8% de lipideos na biomassa seca dessa
espécie, principalmente acido palmitico, 4cido oleico e acido linolénico, durante cultivo por 4
a 8 semanas, com iluminagdo continua e temperatura controlada.

A necessidade de otimizacdo de processos de manipulacdo bioquimica para aumento das
biomoléculas produzidas por microalgas pode partir de possibilidades desde a selecdo da
espécie para maior rendimento, até a combinagdo de pardmetros de cultivo, como sinergismo
de diferentes qualidades de luz e concentragdes de cobre. Essas abordagens podem contribuir
para a viabilidade econdmica e sustentabilidade da producdo. Estudos sdo necessarios para
investigar respostas especificas de diferentes espécies para as condigdes de cultivo, tais como a
caracterizagao das biomoléculas produzidas, velocidade de crescimento e geracao de biomassa,
possibilitando melhorias nas técnicas empregadas para manipulacdo e amplia¢dao de escala do

Processo.

3. Objetivos

3.1.  Objetivo geral

Avaliar o efeito do micronutriente cobre e de luz LED de diferentes cores no
crescimento, fotossintese e producdo de biomoléculas na microalga Chlorolobion braunii.
Levaremos em consideracdao a possibilidade de inducdo do efeito hormese e de uma acao
sinérgica/interativa dos dois fatores (cobre e cores de luz) na producdo e actimulo de
biomoléculas, nos parametros fotossintéticos, crescimento e composi¢do bioquimica da

microalga.

3.2.  Objetivos especificos
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e Avaliar possivel efeito hormese: cobre e/ou luminosidade;

e Avaliar os efeitos da concentragdo de cobre e qualidades de luz (LEDs branco,
vermelho e azul) no crescimento, concentragdo de clorofila a in vivo e densidade populacional
da microalga;

e Examinar os parametros fotossintéticos da microalga sob influéncia de cobre e da
exposicao as diferentes cores de LED (branco, vermelho e azul);

e Avaliar os efeitos sinérgicos da concentracao de Cu e diferentes cores de LED, quanto
ao rendimento de biomoléculas (lipideos, proteinas, carboidratos, clorofila a e carotenoides)

em Chlorolobion braunii.

4. Materiais e Métodos

4.1.  Condigodes de cultivo

A microalga Chlorolobion braunii, gentilmente cedida pela Profa. Dra. Inessa L.
Bagatini, curadora da Colecdo de Culturas de Microalgas do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Sao Carlos (CCMA 477), foi cultivada em meio BG11 (RIPPKA et
al., 1979), autoclavado (20 min, 121 °C, 1 bar; AV Phoenix Luferco, Brasil), com pH inicial
ajustado para 7,0, em fotobiorreator de bancada (garrafa PET) de 1000 mL incolor e
transparente. Utilizamos 800 mL de volume de cultura, o que resultou em uma altura de coluna
de 16 cm. Todos os ensaios foram feitos em triplicatas e as culturas borbulhadas com CO> 1%
em argbnio. As culturas foram mantidas sob luminosidade de 300 pmol photons m? s,
fotoperiodo 12:12 h (ciclo claro:escuro) e temperatura controlada (24 °C + 1), independente
das cores de LED (branco, vermelho e azul). Para minimizar contaminagdes, a cultura foi

manipulada em um gabinete de fluxo laminar (Veco, modelo VLFS 12, Brasil).

4.2.  Manipulagio bioquimica com cobre e cores de LEDs

Para a manipulagdo bioquimica, a microalga C. braunii foi exposta a concentracdo de
cobre 5x107 mol.L"!, a qual possui relevancia ambiental e demonstrou efeitos na mesma
espécie em estudos prévios (Baracho et al., 2019), em todas as cores de LED (branco, azul e
vermelho). O indculo inicial, realizado 24 h apds a adigdo de cobre, foi de 10* células mL"' a

partir de uma cultura em crescimento exponencial.
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O cobre foi adicionado ao meio BG11 24 h antes do inicio dos experimentos. Uma
solugdo diluida (103 mol.L!) para uso com culturas foi feita a partir da solugio padrdo de cobre

comercial (AAS/ICP, 1000 mg.L!, 38996 Sigma-Aldrich, EUA).

4.3.  Parametros de crescimento

O crescimento populacional foi monitorado diariamente por meio de contagem de
células feita em citometro de fluxo (MUSE CELL ANALYZER; Merck Millipore Billerica,
MA, EUA), método que se baseia na fluorescéncia natural do pigmento de clorofila a. A taxa
de crescimento especifica foi obtida por meio de uma regressao linear, plotando-se o logaritmo
natural da densidade celular (célula mL') versus o tempo experimental (dias), onde o
coeficiente angular da reta representa a taxa de crescimento.

Por meio de um fluorimetro digital (Turner Designs AU-10 Fluordmetro, Trilogy,
EUA) foi feito o monitoramento da concentragcdo de clorofila a baseada em uma curva de
calibragdo padrao (unidades de fluorescéncia relativa, RFU, versus concentracao de clorofila
a) realizada com clorofila a extraida de uma cultura de Chlorella sorokiniana em fase
exponencial de crescimento.

A determinacdo de biomassa seca foi feita diariamente para acompanhamento do
crescimento durante a manipulacdo bioquimica com os LEDs branco, azul e vermelho. Filtros
de acetato celulose, previamente secos em estufa a 40 °C, foram utilizados para filtrar uma
aliquota de 5 mL com auxilio de seringa e Swinnex (Millipore). Os filtros com a cultura foram
secos a 40 °C por 24h e a massa aferida em balanga microanalitica (Mettler Toledo — precisao

de 10 g).

4.4.  Parametros fotossintéticos

O monitoramento dos parametros fotossintéticos foi feito por meio da fluorescéncia de
amplitude modulada (Phytoplankton Analyzer, PHYTO-PAM, Heinz Walz, Alemanha). O
rendimento quantico maximo (®M) foi monitorado diariamente a partir de amostras
aclimatadas no escuro por 20 min para a oxidagcdo completa do fotossistema II (PSII) em todos
os experimentos. O rendimento quantico efetivo (0°’M) e os decaimentos fotoquimicos (qP) e
nao fotoquimico (NPQ) foram determinados no dia final dos experimentos (96 h), por meio de
células adaptadas a luz de intensidade do cultivo a cada 20 s durante 10 min.

Os célculos dos parametros fotossintéticos foram realizados conforme as equagdes 1,
2, 3 e 4, apresentadas em Lombardi e Maldonado (2011). O valor de fluorescéncia em células

adaptadas a luz (F’M) ¢ determinado a partir da fluorescéncia em estado estavel (F’S ), e o
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rendimento quntico efetivo (®M), decaimentos fotoquimicos (qP) e o NPQ, foram calculados

pelas equacgdes 2, 3 e 4, de Juneau, Berdey, e Popovic (2002) e Oxborough e Baker (1997).

®M = (FM - FO) / FM (1)

OM = (F'M-F’S)/F’'M) (2)
qQP=FM-F’S)/(F'M-F’0) (3)
NPQ = [FM — F’'M] / F’M (4)

45. pH
Uma aliquota de 3 mL de cada cultivo foi analisada no pHmétro de bancada (Bel

Engineering PHS3BW) para acompanhamento didrio do pH.

4.6. Composi¢ao bioquimica

A determinacdo de biomoléculas foi feita em 96 h de cultivo, em fase exponencial de
crescimento. Para proteinas, foram centrifugados 20 mL, em uma centrifuga refrigerada
(Thermo Scientific/Sorvall, Legend XTR, EUA) por 20 min em 4400 rpm. Os pellets foram
mantidos congelados em ultrafreezer (-81 °C) até o momento de analise. As proteinas totais
foram extraidas e quantificadas de acordo com o método de Slocombe et a/ (2013) modificado.

Para carboidratos foram centrifugados 30 mL. Os carboidratos totais foram
determinados baseado no método colorimétrico com acido sulfurico-UV, segundo Albalasmeh
et al. (2013), e a curva de calibragdo foi realizada com glicose como padrao.

Os lipideos totais foram determinados por gravimetria. Filtros de fibra de vidro foram
previamente muflados a 400 °C por 12 horas e utilizados para filtrar amostras de 50 mL.
Frascos de vidro também muflados e contendo 2 mL de cloroférmio foram utilizados para
armazenamento dos filtros no freezer até o momento de analise. Os lipideos foram extraidos
pelo método de Folch (1957) modificado, com cloroférmio:metanol (2:1) como descrito em
Parrish (1999). Uma aliquota de 400 pL foi evaporada em um cadinho de aluminio previamente
muflado e com sua massa aferida em balanga microanalitica com 10 g precisdo (Mettler
Toledo, Suica). Apods o processo de secagem da amostra, o cadinho teve sua massa novamente
aferida.

As concentragdes de carotenoides totais e clorofilas totais foram determinadas de
acordo com Wellburn (1994). Amostras de 10 mL foram separadas. As quantificacdes de

clorofila total foram feitas pelos métodos com DMSO propostos por Shoaf e Lium (1976), a
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partir de leituras de espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 480, 664 e 647 nm

(NANOCOLOR, Macherey-Nagel, Alemanha).

4.7.  Andlise dos dados

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio de ANOVA TWO WAY e
teste de Tukey com 95% de confianga, e a normalidade dos residuos testada por Shapiro-Wilk.
O software MiniTab 17 foi utilizado para realiza¢ao das analises e comparacao dos resultados.

O programa IgorPro 6.0.5 (WaveMetrics, EUA) foi usado para as representagdes graficas.

5. Resultados

5.1.  Parametros de crescimento

A Figura 1 mostra as curvas de crescimento obtidas nos tratamentos, sendo a Fig. la
representada pelo logaritmo natural do nimero de células mL! em fungdo do tempo (dias),
enquanto na Figura 1b a curva de crescimento ¢ representada pela concentragdo de clorofila a
in vivo (mg/L). A partir da Fig. 1a calculou-se a taxa de crescimento, utilizando-se os pontos
do dia 1 até o dia 3 (Fig. 2b). A maior concentragdo de clorofila a in vivo foi obtida para o
cultivo sob luz branca com adi¢ao de cobre (0,75 £ 0,06 mg/mL) (ANOVA, p <0,05); seguido
do cultivo controle na luz branca (0,63 + 0,12 mg/mL), o qual foi similar ao controle na luz
azul (0,64 + 0,08 mg/mL). Concentragdes mais baixas de clorofila a in vivo foram observadas
para os cultivos sob luz vermelha controle (0,38 + 0,01 mg/mL) e com adi¢do de cobre (0,38 +

0,01 mg/mL).

134

-
N
1

Ln (cél/mL)

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tempo experimental (dias) Tempo experimental (dias)

Figura 1. Curvas de crescimento em culturas de C. braunii. (a) Densidade populacional (Ln [células/mL]) e (b)
Concentragdo de clorofila a in vivo, ambas em fungdo do tempo experimental. Os simbolos aplicam-se a cada
tratamento: circulo aberto controle luz branca, circulo fechado cobre luz branca, quadrado aberto controle luz

azul, quadrado fechado cobre luz azul, losango aberto controle luz vermelha, losango fechado cobre luz
vermelha. Barras de erro representam o desvio padrao da média (n=3).
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A biomassa seca (mg/L) ao final do tempo experimental (96 h) e as taxas de crescimento
(d'!) para todos os tratamentos sdo mostradas na Figura 2. Os valores de biomassa seca obtidos
ao final das 96 horas ficaram em torno de 21 a 32 mg/L, ndo apresentando diferencas
estatisticas (ANOVA, p > 0,05). As maiores taxas de crescimento foram observadas para os
tratamentos envolvendo cobre e luz branca (1,11 £ 0,17 d'), e luz azul sem adi¢do extra do
metal (1,05 + 0.17 d"! na luz azul) (ANOVA, p < 0,05). O controle na luz branca apresentou
taxa de crescimento 0,94 £ 0,18 d-!, similar ao cultivo na luz azul com adi¢do extra de cobre
(0,87 £0.15 d'!). Os cultivos sob luz vermelha apresentaram as menores taxas de crescimento,
sendo 0,79 + 0,11 d! no controle e 0,73 = 0,1 d! com adi¢do extra de cobre (ANOVA, p <
0,05).
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Figura 2. (a) Biomassa seca em 96 h; (b) Taxas de crescimento e para todos os tratamentos: CB controle luz
branca, CuB cobre luz branca, CA controle luz azul, CuA cobre luz azul, CV controle luz vermelha, CuV cobre
luz vermelha. Barra de erro representa o desvio padrao da média (n=3). Letras iguais sobrescritas inidicam
diferenca nio sigficativa estatisticamente (ANOVA, p> 0,05).

5.2.  Parametros fotossintéticos e pH do cultivo

Os pardmetros fotossintéticos, rendimentos quanticos maximo (®M) e efetivo (PM),
decaimentos fotoquimicos (qP) e ndo fotoquimicos (NPQ) em 96 h de experimento sdao
mostrados na Tabela 1. Os valores de rendimentos maximo mantiveram-se proximos de 0,70,
e de efetivo ~ 0,50 em todos os tratamentos, ndo apresentando diferencas estatisticas (ANOVA,

p > 0,05). Os decaimentos fotoquimicos mantiveram-se proximos de 1, e os decaimentos nao
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fotoquimicos (NPQ), em geral, foram maiores sob as cores de luz branca e azul, do que sob a

vermelha (ANOVA, p < 0,05).

Tabela 1. Rendimentos quanticos maximo (®M) e efetivo (OM), decaimentos fotoquimicos (qP)
e nao fotoquimicos (NPQ) em 96 h de experimento. Os valores representam a média (n=3). Letras
iguais sobrescritas indicam diferenca néo sigficativa estatisticamente (ANOVA, p > 0,05).

OM oM qP NPQ
Luz branca Controle 0,73 0,01)* 0,51 (+0,04)* 1,24 (0,06) 0,34 (=0,01)*
Cobre 0,70 (z0,04)* 0,55 (0,03)* 1,30 (+0,04) 0,31 (0,04)*
Luz azul Controle 0,68 (£0,04)* 0,53 (20,03)* 1,43 @o,1)* 0,19 o0,1)*®
Cobre 0,71 (0,00* 0,56 (+0,003)* 1,33 (z0,01)*® 0,32 (£0,006)*
Luz vermelha  Controle 0,72 (£0,00)* 0,53 (x0,004)* 1,16 (0,09) 0,01 0,38
Cobre 0,69 +0,01)* 0,51 0,01)* 1,34 0,07)*® 0,19 (0,02)*®

Os valores de pH durante o cultivo de C. braunii sio mostrados na Figura 3. A faixa de
pH foi 7,47 + 0,65 para o controle na luz branca, 7,0 + 0,53 na luz azul, e 7,6 + 0,63 na luz
vermelha. Nos cultivos com adi¢do de cobre, a faixa de pH observada foi 7,7 + 0,69 na luz

branca, 7,4 + 0,45 na luz azul, e 7,2 + 0,72 na luz vermelha.

Tempo experimental (dias)

Figura 3. Valores de pH nos cultivos de C. braunii durante o periodo experimental (96 h). Os
simbolos aplicam-se aos tratamentos: circulo aberto, controle luz branca; circulo fechado, cobre luz
branca; quadrado aberto, controle luz azul; quadrado fechado, cobre luz azul; losango aberto, controle
luz vermelha; losango fechado, cobre luz vermelha. Barras de erro representam o desvio padrao da
média (n=3).
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6.3  Composi¢cao bioquimica

O conteudo de biomoléculas na biomassa seca obtida a partir de cultivos com 96 h esta
apresentado na Figura 4, para a qual chamamos a atencdo para a diferenca na amplitude de
valores dos eixos Y. A maior concentracao de carboidratos totais (Figura 4a) foi observada no
tratamento com luz azul (17% da biomassa seca - BS), no qual o controle apresentou 1,9x mais
carboidratos que o cultivo com adi¢do de cobre na mesma luz (ANOVA, p < 0,05). Nota-se
que, para cultivo sob luz branca e adi¢ao de cobre, o resultado foi similar ao da luz azul sem
cobre (15% BS) (ANOVA, p > 0,05), porém foi 1,2x maior que o controle na luz branca.
Ambos os cultivos realizados sob luz vermelha mostraram menores conteudos de carboidratos
(~ 4% BS) (ANOVA, p <0,05).

Diferente dos carboidratos, as proteinas totais (Figura 4b) no tratamento com a luz
vermelha e adicdo de cobre resultou no maior valor (41% BS), o que equivale a 2,6x mais
proteinas do que o controle na respectiva cor de luz. Este resultado ¢ similar aos resultados
obtidos nos cultivos com a luz azul (28-36% BS) (ANOVA, p > 0,05). Os cultivos sob luz
branca apresentaram concentragdes de proteinas totais estatisticamente semelhantes (ANOVA,
p > 0,05).

Para os lipideos, a adi¢do de cobre estimulou a producao da biomolécula nas trés cores
de luz (Figura 4c) (ANOVA, p < 0,05). O valor méximo ocorreu no cultivo com cobre ¢ luz
azul (~ 76% BS), 2,8x maior que o controle na luz azul. Na luz branca, o tratamento com cobre
induziu 2,6x mais lipideos do que o controle na mesma luz. Para a luz vermelha, foi observado
um aumento de 2,2x na quantidade de lipideos na presenca do cobre adicional, em relagdo ao

controle na mesma luz.
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Figura 4. Porcentagem de biomoléculas na biomassa seca (BS). Em (a) carboidratos; (b) proteinas;
(c) lipideos: CB controle na luz branca; CuB cobre adicionado na luz branca; CA controle na luz azul;
CuA cobre adicionado na luz azul; CV controle na luz vermelha; CuV cobre adicionado na luz
vermelha. Barras de erro representam o desvio padrao da média (n=3). Letras iguais sobrescritas
inidicam diferenga nao sigficativa estatisticamente (ANOVA, p> 0,05).

Os pigmentos carotenoides, clorofila a e b, e a relagdo clorofila a/clorofila b, sdo
mostrados na Figura 5. A concentracdo de carotenoides (Figura 5a) ndo variou entre os
tratamentos, exceto pelo menor valor obtido na condi¢ao cobre luz vermelha. Em média 1,4 a
2% de pigmentos na biomassa seca, enquanto os cultivos sob luz vermelha acumularam cerca
de ~ 1% de carotenoides no controle e 1,4% na adi¢ao de cobre. O teor de clorofila a (Figura
5b) foram similares nos cultivos com luz branca e azul (ANOVA, p > 0,05). Para a luz
vermelha, foram observados menores valores de clorofilas a e b (ANOVA, p <0,05). A relacao
de conteudo de clorofila a por clorofila b (Figura 5c¢) foi maior entre os tratamentos com a luz

vermelha; para a luz branca e azul, os resultados foram similares nas condigdes testadas
(ANOVA, p > 0,05).
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Figura 5. Pigmentos apresentados como porcentagem da biomassa seca (% BS). Em (a) porcentagem
de carotenoides na biomassa seca (BS). Em (b) clorofilas a e b (% BS). Barras brancas clorofila a;
Barras cinzas clorofila b. (c) Relagdo clorofila a por clorofila 5. CB controle na luz branca; CuB cobre
adicionado na luz branca; CA controle na Iuz azul; CuA cobre adicionado na luz azul; CV controle na
luz vermelha; CuV cobre adicionado na luz vermelha. Barras de erro representam o desvio padrao da
média. Letras iguais sobrescritas inidicam diferenca nao sigficativa estatisticamente (ANOVA, p<
0,05).
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6. Discussao

6.1. Parametros de crescimento

Nossos resultados mostraram que a luz branca com adi¢do de cobre resultou nas
maiores taxas de crescimento, concordando com ZHAO et al. (2015). No estudo, os autores
mostraram que cultivos de Chlorella vulgaris sob luz branca cresceram melhor do que em
outras cores de luz. Os autores obtiveram taxas de crescimento de 0,267 d-! na luz branca, de
0,174 d! na luz azul € 0,213 d'! na vermelha. A luz branca também promoveu taxas de
crescimento de 2 a 3 vezes maiores para Scenedesmus obliquus (0,282 + 0,08 d™') e Neochloris
oleoabundans (0,216 £ 0,06 d'!) em comparagdo com luz LED azul e vermelha (ZHAO et al.,
2015). Segundo Bialon e Rath (2018), a luz branca, por combinar os comprimentos de onda
presentes no espectro da luz visivel (vermelho, alaranjado, amarelo, verde, azul e violeta),
permite as células uma conversdao mais eficaz da energia em biomassa se comparada as cores
isoladas, e por isso a maior taxa de crescimento.

De acordo com os resultados observados para os tratamentos envolvendo adicao de
cobre, as taxas de crescimento foram menores do que as obtidas para os controles, exceto para
luz branca. O estimulo no crescimento provocado pela adi¢do de cobre também foi observado
em Chlorella vulgaris cultivada em baixas concentragdes do metal (10° a 10 mol.L"), que
apresentou maior taxa de crescimento em relagdo ao controle (AFKAR; ABABNA; FATHI,
2010). Os autores relacionam tal efeito ao papel do cobre em processos metabolicos. Os autores
ndo descartam a possibilidade de producdo de algum composto organico pela microalga, que
diminuiria a toxicidade do metal (AFKAR; ABABNA; FATHI, 2010). Mas, como isso poderia
ter estimulado a taxa de crescimento obtida, ndo ¢é esclarecido. Em cultivo de Chlorolobion
braunii, o cobre adicionado na concentragdo de 0.1 uM provocou um aumento de 5,3% na
densidade celular e 14,1% em 1 uM (ECHEVESTE; SILVA; LOMBARDI, 2017). Entretanto,
sob luz branca, Baracho et al. (2019) mostrou que a taxa de crescimento foi ~ 17% menor do
que o controle em 2,5 x 10® mol.L! de cobre livre.

Sob as diferentes cores de luz usadas nesta pesquisa, mostramos que C. braunii, com
ou sem adigdo extra de cobre, teve crescimento similar. De acordo com a literatura, os
comprimentos de onda da luz azul (A 420 — 470 nm) e vermelha (A 660 nm) estdo nas faixas de
absorcao seletiva pela clorofila. Além disso, o vermelho ao vermelho longo (630 — 750 nm) ¢

apontado como indutor de altas taxas de crescimento e formacao de células de menor tamanho
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em varias cepas de microalgas (BAER et al., 2016; SCHULZE et al., 2014). Comparado aos
resultados de Zhao et al. (2015) (0,174 d! Chlorella vulgaris) e Duarte e Costa (2018), que
analisaram Chlorella fusca sob 100 umol photons m s*! em luz azul (~ 0,05 d!), nosso estudo
mostrou taxas de crescimento mais altas sob essa mesma cor de luz.

Os resultados obtidos quanto a concentracdo de clorofila @ mostram que quando C.
braunii foi cultivada sob luz branca e aumento de cobre no meio, houve um estimulo na sintese
desse pigmento. Resultado similar foi observado no cultivo de Raphidocelis subcapitata com
nanoparticulas de cobre e, a maior concentracdo de clorofila a na presenca do metal foi
associada a uma estratégia adaptativa das microalgas para otimizar a utiliza¢ao da luz (SILVA;
ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018; ALHO et al., 2020). Quando C. braunii foi exposta a luz
vermelha em combinag¢do com o cobre, a concentracao de clorofila a foi 50% menor em relagao
ao controle luz branca, o que evidencia a acdo direta desse comprimento de onda sobre a
quantidade de moléculas de clorofila a. Um estudo comparando trés diferentes cores de LED
(branco, azul e vermelho) no crescimento de quatro espécies de microalga também mostrou
menores conteudos de clorofila a em Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus
obliquus cultivadas sob LED vermelho, comparado com as outras cores de LED (ZHONG;
JIN; CHENG, 2018).

A divisdo celular, um dos pardmetros do crescimento populacional obtidos a partir de
culturas de microalgas ¢ afetada por fatores como pH e disponibilidade de CO,. Sabe-se que o
fornecimento de CO; no meio pode diminuir o pH, alterando a especiacdo dos elementos
quimicos no meio de cultura e afetando o metabolismo da microalga (KASSIM; MENG, 2017).
Na faixa de pH deste estudo (7 — 8), o CO; estava presente na forma de bicarbonato, tornando
possivel que as microalgas utilizem seus mecanismos para o transporte do carbono e
concentram na célula, permitindo o uso deste pelo ciclo de Calvin e, consequentemente,

promovendo o crescimento populacional (HERZOG; GOLOMB, 2004).

6.2. Parametros fotossintéticos

O rendimento quantico maximo (DM) possibilita inferir sobre o estado fisiologico da
microalga, e de acordo com Lombardi e Maldonado (2011) se ®M ~ 0,70, pode-se sugerir que
as células estavam em situacao saudavel. Neste estudo, todos os cultivos mantiveram média
diaria ®M = 0,70, um indicativo de que os mecanismos de fotossintese ndo foram afetados

pela concentragao de cobre usada. Nossos resultados estdo de acordo com os de Echeveste
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et al. (2017), Baracho et al. (2019), Silva et al. (2018), e Alho et al. (2020) que também nao
observaram alteracdo do rendimento fotossintético em microalgas expostas a baixas
concentragdes de cobre. As microalgas estudadas foram Chlorolobion braunii, Scenedesmus
quadricauda, € Raphidocelis subcapitata, respectivamente.

No tltimo dia de experimento, em 96 h, além do rendimento quantico méximo (®M),
o rendimento quantico efetivo (®’M) foi medido e, sem variacdo, sugerimos que nem as
concentragdes subletais do cobre usadas, nem as cores de luz, influenciaram a fotoquimica da
fotossintese. Baracho et al. (2019) e Lombardi e Maldonado (2011) observaram efeitos
parecidos nesse parametro mediante exposi¢do de Chlorolobion braunii (Baracho et al., 2019)
e Phaeocystis cordata (Lombardi e Maldonado, 2011) a baixas concentracdes de cobre.

Os decaimentos fotoquimicos (qP) préximos de 1, obtidos para todos os tratamentos
neste estudo, indicam que a energia luminosa estava seguindo para a fotoquimica da
fotossintese (LOMBARDI; MALDONADO, 2011). Os decaimentos ndo fotoquimicos (NPQ),
indicadores da dissipagdo do excesso de energia para prote¢ao celular contra danos no aparelho
fotossintético, foram maiores para os cultivos sob luz branca e azul, o que pode indicar que
mecanismos de fotoprotecao possam ter sido ativados (LOMBARDI; MALDONADO, 2011).
Similarmente, a ativagdo do sistema de fotoprotecdo indicada pelo aumento do NPQ foi
observado para C. braunii em concentragdes ambientais de cobre (BARACHO et al., 2019;

ECHEVESTE; SILVA; LOMBARDI, 2017).

6.3. Composi¢cao bioquimica

Analisando os efeitos das manipulacdes bioquimicas empregadas neste estudo, a luz
azul favoreceu o acumulo de carboidratos na microalga Chlorolobion braunii, resultado
também observado para Arthrospira platensis, que acumulou 11,3% BS cultivada sob luz azul,
enquanto nas luzes rosa e branca 8,8% BS foi acumulado em ambas (MARKOU, 2014). Varios
autores observaram efeito similar. A luz azul aumentou a producdo de carboidratos em
Rhodella sp. quando comparado aos cultivos sob luzes branca, verde e vermelha, atingindo
41% BS (MCGEE et al., 2019). O mesmo efeito ocorreu em Chlorella pyrenoidosa, que
apresentou 1,07 mg/g de carboidratos na biomassa derivada da exposi¢do a luz azul, maior que
o observado para as luzes branca (0,04 mg/g), verde (0,32 mg/g) e vermelha (0,48 mg/g)
(MCGEE et al., 2019; YADAVALLI et al., 2016). A maior energia fornecida pelo LED azul,
em comparagao com as outras cores de LED utilizadas neste estudo, poderia estar relacionada

ao direcionamento do consumo de energia para o metabolismo de carboidratos, os quais
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requerem menores rotas para sintese do que as outras biomoléculas aqui analisadas, como as
proteinas e os lipideos (YADAVALLI et al., 2016).

A combinacio entre os fatores cobre e luz branca na produgao de carboidratos em C.
braunii foi mostrada neste estudo. Sabe-se que o cobre, assim como outros metais, impacta 0s
processos celulares, alterando a energia para a producdo de biomoléculas (Lombardi e
Maldonado 2011), o que justifica o estimulo na producdo de carboidratos durante a exposi¢ao
da microalga ao cobre. Esse resultado concorda com os obtidos por Baracho et al. (2019) para
a mesma espécie de microalga, que quando cultivada em 5x10° mol L}, um aumento de 15
vezes no total de carboidratos por célula em relagdo ao controle foi obtido. O efeito de metais
no meio de cultura impulsionando a producdo de carboidratos ¢ relatado em outros estudos.
Chia, Lombardi e Melao (2013) obtiveram o aumento da concentragao dessa biomolécula em
cultivo de Chlorella vulgaris com cadmio. Silva et al. (2018) observaram aumento de 15 vezes
do contetido de carboidratos em Scenedesmus quadricauda cultivada em 10 mol L'! de cobre.
Os mecanismos que determinam a produgdo de biomoléculas durante variagdes nas condigdes
ambientais podem ser uma resposta adaptativa contra a toxicidade do metal, visto que
carboidratos podem ligar-se aos ions metdlicos, diminuindo a biodisponibilidade destes
(AFKAR; ABABNA; FATHI, 2010; SILVA, ECHEVESTE, LOMBARDI, 2018).

Apesar das maiores concentragdes de carboidratos observadas nos cultivos nas luzes
branca e azul, as porcentagens obtidas estdo, em geral, dentro do encontrado para microalgas
verdes na literatura. Em luz branca, Chlorella miniata apresentou 11,5 % BS de carboidratos,
Ankistrodesmus falcatus 11,9% BS, Scenedesmus wisconsinensis 13,8%, Mychonastes sp.
16,5% BS, e Desmodesmus sp. 17,2% BS (SCHULZE et al., 2017). Ja sob luz vermelha, C.
braunii, neste estudo, apresentou redu¢do no conteudo de carboidratos, indicando que nesta
condi¢do de cultivo, os carboidratos podem ser consumidos em maior intensidade e a sintese
de proteinas, ndo de carboidratos, pode ser estimulada, como seré discutido adiante. Os foétons
providos pela luz precisam da captura pela clorofila para serem utilizados, e isto depende da
organizagdo intracelular, como a composi¢ao de pigmentos dos complexos de captacao de luz
em seus cloroplastos (SCHULZE et al., 2014). De acordo com dados da literatura a respeito de
cultivo de microalgas em diferentes qualidades de luz, o melhor espectro de luz para uma
espécie ndo necessariamente se aplica para outras espécies, portanto, recomenda-se a realiza¢ao
de estudos sob diferentes cores de luz visando ao conjunto espécie/bioproduto de interesse.

Quanto as proteinas, estas foram significativamente influenciadas pelas cores de luz.
Expor C. braunii a combinagdo de cobre e luz vermelha resultou em um aumento de ~ 165%

no teor de proteinas em relagdo ao cultivo na mesma luz sem adi¢@o extra de cobre. Isso indica
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a utiliza¢do dessas biomoléculas em uma resposta adaptativa da célula na exposicao ao metal,
uma vez que nao houve aumento equivalente na biomassa. As microalgas respondem aos niveis
de estresse causado por metais exibindo um efeito de super compensacao, que € promovido por
seu sistema regulatério homeostatico. Esse efeito desencadeia a ativagdo de mecanismos
metabolicos e de produgdo de antioxidantes que auxiliam a célula contra a toxicidade dos
metais. Esse fenomeno também ¢é conhecido como efeito hormético (NAPAN et al., 2015;
SPOLJARIC et al., 2011). Similar aos nossos resultados, maior produgdo de proteinas por
microalgas sob luz vermelha foi descrito por Abiusi ef al. (2014) em estudos com Tetraselmis
suecica, alcangando cerca de 45% de proteinas na biomassa seca nessa qualidade de luz, versus
42% BS na luz branca, e ~ 40% BS nas luzes azul e verde. DA FONTOURA PRATES et al.
(2020) obteve rendimento 2x maior de proteinas na luz vermelha, em comparacdo com a luz
branca em Spirulina sp., efeito semelhante ao observado neste estudo - ~1,5x mais proteinas
na manipulacdo realizada com cobre e luz vermelha em comparagdo ao cobre e luz branca. De
acordo com os autores, a energia contida na luz vermelha pode ser melhor aproveitada devido
ao comprimento de onda absorvido pela clorofila, beneficiando a fotossintese e o rendimento
dessas biomoléculas. O aumento de proteinas em situacdo de exposi¢do ao cobre tem sido
relatado na literatura. Scenedesmus quadricauda cultivada em 8,2x10° mol L' de cobre
apresentou 6x mais proteinas que o controle, com manutencao da taxa de crescimento (SILVA
et al., 2018), assim como ocorreu neste estudo. Estudos com a microalga Chlorophyta
Chlorolobion braunii realizados por Baracho et al. (2019) verificaram um aumento de 13x no
contetdo de proteinas em exposi¢do a 5x10° mol L! de cobre em relagdo ao controle. Os
autores sugerem que as moléculas responsaveis por esse acimulo sejam proteinas, tais como
as fitoquelatinas, responsaveis por diminuir a biodisponibilidade do metal (BARACHO et al.,
2019; SUNDA; HUNTSMAN, 1998).

A luz azul resultou em maior conteiido de proteinas, semelhante ao observado na
combinacdo de luz vermelha e cobre. Nossos resultados estio de acordo com outros da
literatura. Baidya et al. (2021) obteve ~ 46% BS em Chlorella ellipsoidea sob luz azul, 41%
BS em luz branca, 42% BS em verde, e 33% BS em luz vermelha. Os efeitos de diferentes
cores de luz no conteudo de proteinas também foram observados em Chlorella pyrenoidosa,
que acumulou 1,38 mg/g de proteinas na biomassa (0,14% BS) sob luz vermelha e 1,50 mg/g
(0,15% BS) sob luz azul, mas apenas 0,60 mg/g sob luz verde e 0,07 mg/g sob luz branca
(YADAVALLI et al., 2016). Em contraste com o observado para C. braunii nesta pesquisa,
em Stauroneis sp., as luzes azul e vermelha resultaram nos menores valores de proteinas (~ 20-

25% BS), enquanto a luz branca o maior (~ 32% BS) (MCGEE et al., 2019).

27



Nesta pesquisa observamos que o efeito da combinacao cobre e luz azul, e cobre com
luz vermelha resultaram nos maiores valores de proteinas totais. Entretanto, menores contetidos
de proteinas foram encontrados nos cultivos sob luz branca (18% BS) e sob luz vermelha (15%
BS). Assim, concluimos que as condigdes de cultivo, tais como as cores de luz e concentracao
de cobre, além do fator espécie-especifico, podem ser manipulados a depender dos objetivos
de cada estudo e aplicagdes.

Quanto aos lipideos, um efeito estimulante foi obtido pelo cobre, independente da cor
de luz usada. Na auséncia do cobre adicional, essa biomolécula esta presente em cerca de 20%
BS, mas atingiu o valor de 60 a 80% na presenca do metal. Sabe-se que o cobre ¢ um
micronutriente essencial as microalgas e estd envolvido em processos fisioldgicos e
metabolicos das células, sendo cofator enzimatico. Assim, é capaz de alterar atividades
intracelulares, tais como rotas metabolicas e fotossintese, que se refletem em mudangas na
composi¢do bioquimica desses organismos (DEBELIUS et al, 2009; LOMBARDI e
MALDONADO, 2011). Consideramos que na presen¢a de um fator de estimulo, no caso o
cobre, o acumulo de lipideos pode ser decorrente da ativagdo de mecanismos de defesa contra
possivel estresse oxidativo (CHEN et al., 2016; DAUDA, 2022). Esses resultados sdo coerentes
com outros estudos envolvendo metais e microalgas. Baracho et al. (2019) observaram um
aumento de 8x nos lipideos totais de C. braunii, em detrimento da taxa de crescimento, em
5x10° mol L' de cobre; Silva et al. (2018) obtiveram 5x mais lipideos em S. quadricauda
exposta a 5x10” mol L'!. Com adi¢do de 2x10°® mol L'! de cadmio livre, C. vulgaris produziu
3,5x mais lipideos de acordo com Chia et al. (2013). Para Chlorella minutissima exposta a
concentragdes de zinco, cobre e cddmio da ordem de 10 mol L' aumento no contetdo lipidico
foi obtido (YANG et al., 2015). Salientamos que as concentragdes usadas pelos autores sao
cerca de 1000 vezes maior do que a que usamos nesta pesquisa. Nossos resultados destacam o
papel dos lipideos como biomolécula de reserva energética em Chlorolobion braunii, visto que,
na presen¢a de maior concentracdo de cobre, o conteudo lipédico aumentou em torno de 2x
para todos os tratamentos e, além disso o contetido de lipideos em situagdo controle também
foi maior do que o comumente observado em microalgas Chlorophyta, que fica em torno de 10
a 20% BS (CHIA et al., 2013).

Apesar de ndo termos obtido efeito das cores de luz sobre a producao de lipideos, alguns
autores mostram que sob luz azul, pode haver aumento de lipideos em algumas microalgas.
Cultivada sob luz azul, Tetraselmis sp. € Nannochloropsis sp. acumularam mais lipideos do
que quando mantidas sob luz branca, vermelha e azul-vermelha (TEO ef al., 2014). LED azul

também promoveu aumento lipidico em Chlorella fusca, atingindo 23% BS, mas ndo na
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cianobactéria Synechococcus nidulans (DUARTE; COSTA, 2018). Ja em Chlorella sp., o
cultivo em luz branca resultou em maior contetdo lipidico (15 % BS) do que em luz vermelha
(~ 14% BS) ou azul (~ 10% BS). Entretanto, a luz azul induziu maior acumulo de acidos graxos
saturados do que as outras cores de luz (LI et al., 2019). Isto evidencia o impacto das
manipulagdes bioquimicas na qualidade de biomoléculas produzidas; dependendo da aplicacao
da biomassa microalgal, o perfil bioquimico deve ser considerado. Com uma producao lipidica
de 80% BS equivalente a 4x mais do que nos controles, o cobre foi indutor da sintese de lipideos
em C. braunii, sendo uma condi¢do promissora para uso de sua biomassa no setor energético.

A respeito dos carotenoides, observa-se que a qualidade de luz foi responsavel pela
concentragdo dessas biomoléculas na luz azul e branca, e redugdo na luz vermelha, ndo tendo
qualquer relagdo com o cobre. Enzimas envolvidas na sintese de pigmentos e fotorrespiragao
tém seus substratos e cofatores influenciados positivamente pela luz azul, acelerando o ciclo
celular (RUYTERS, 1984). Assim como aqui observado para C. braunii, C. vulgaris, C.
pyrenoidosa, S. quadricauda e S. obliquus apresentaram maiores quantidades de pigmentos
fotossintéticos (clorofila a e b, e o carotenoide luteina) quando cultivadas sob luz azul em
comparac¢do a luz branca e vermelha (ZHONG; JIN; CHENG, 2018). Esses autores apontam
que nas microalgas, ao se adaptarem a qualidade de luz, os pigmentos que possuem
comprimentos de onda similares ao espectro da luz fornecido no cultivo tém sua regulacao
favorecida.

A luz vermelha prejudicou a sintese de pigmentos em C. braunii. Dentre as qualidades
de luz utilizadas neste estudo, a luz vermelha ¢ a que fornece menor energia, logo, menor
quantidade de fotons, os quais, na fotossintese, sdo utilizados pelos pigmentos no complexo
antena, que desempenha um papel na absorcdo de luz (TORRES-FRANCO et al., 2021;
STABLEIN et al., 2021). Portanto, hipotetizamos que a maior razio clorofila a por clorofila b,
obtida para os tratamentos com luz vermelha, sugere uma adaptagdo para maximizar a captacao
de luz, que modificou a composi¢ao de pigmentos do complexo antena nos cloroplastos, visto
que nas reagdes fotoquimicas, a clorofila a é o pigmento de principal atuagio (STABLEIN et

al., 2021).

7. Conclusoes

Este estudo mostrou que a microalga Chlorophyta Chlorolobion braunii ¢ uma cepa
promissora para o setor energético, produzindo cerca de 25% de sua biomassa seca como

lipideos na condi¢@o controle. Mediante manipulagdo das condi¢des de cultivo, sem interferir
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na taxa de crescimento, a cepa produziu cerca de 80% da biomassa seca como 6leo. A
manipulagdo bioquimica constou da adigdo de 5x10”7 mol.L! cobre, independente da cor de
luz. Esse resultado sugere o papel dos lipideos como reserva energética preferencial em
Chlorolobion braunii.

O efeito hormese foi demonstrado na combina¢do de 5x107 mol.L'! cobre e luz
vermelha, o qual promoveu um aumento de ~ 165% no teor de proteinas em relagdo ao controle
na mesma qualidade de luz.

A luz vermelha prejudicou a sintese de carboidratos e pigmentos em C. braunii,
condi¢dao na qual uma adaptagdo na composi¢ao bioquimica e na fun¢do de captacdo de luz
pode ter ocorrido nas células da microalga.

As manipula¢des bioquimicas empregadas neste trabalho, em geral, ndo afetaram os
parametros fotossintéticos da microalga, com rendimentos maximos proximos a 0,70 e efetivos
0,50, apenas os decaimentos fotoquimicos foram afetados, podendo ser consequéncia da
energia fornecida pelas luzes branca e azul.

Com taxa de crescimento especifica elevada (~ 1,0 d'') na condigdo da produgio de

otimizada de 06leos, crescimento em intensidade de luz relativamente elevada, 300 pmol fétons

2 1

m~ s, e condicdes de CO: controladas, esta cepa de Chlorolobion braunii pode ser

considerada vigorosa e indicada para cultivos ampliados.
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