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RESUMO

As microalgas tém se tornado cada vez mais atrativas
na producao de produtos de interesse comercial,
como no caso de proteinas para a suplementagdo
humana. A qualidade luminosa, pode ser um
diferencial na obtencdo de cultivos otimizados e
producdo de biomoléculas. Em virtude disso, o
presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia
do comprimento de onda de lampadas de LED, no
crescimento e producdo de proteinas totais soluveis
em Scenedesmus acuminatus e sua producdo de

proteinas. A espécie S. acuminatus foi cultivada em
ambiente controlado, exposta a luminosidade branca,
adotada como controle, e a dois tratamentos, um com
luz azul e um com luz vermelha. O experimento teve
duragdo de trinta e um dias, sendo coletado aliquotas
de 3ml, a cada trés dias, para confecgdo da curva de
crescimento dos tratamentos e controle. A analise de
proteinas totais soluveis foi realizada ao final do
experimento. O resultado demonstrou que S.
acuminatus  apresentou  melhor resposta de
crescimento  sob efeito da luz vermelha,
diferenciando-se do tratamento com luz azul e do
controle. A produgdo de proteinas foi maior em
cultivo sob luz vermelha, com diferenga significativa
em relagdo ao controle (luz branca). A iluminagdo
azul foi a que menos favoreceu o crescimento da
espécie, no entanto, a produgdo de proteinas nesse
tratamento foi intermediaria, ndo havendo diferencga
significativa deste com o controle e com o tratamento
de LED vermelho. Em conclusio, o crescimento €
producdo proteica de S. acuminatus pode ser
favorecida em cultivo controlado sob ilumina¢do de
LED vermelha, a fim de se obter proteinas para a
suplementag@o alimentar.

ABSTRACT
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Microalgae have become increasingly attractive in showed better growth response under the effect of red
the production of products of commercial interest, as light, differing from the treatment with blue light and
in the case of proteins for human supplementation. the control. Protein production was higher under red
The light quality can be a differential in obtaining light, with a significant difference from the control
optimized cultures and production of biomolecules. (white light). The blue light was the one that least
In view of this, the present study aimed to evaluate favored the growth of the species, however, the
the influence of the wavelength of LED lamps, on the protein production in this treatment was intermediate,
growth and production of total soluble proteins in with no significant difference of this with the control
Scenedesmus acuminatus. The species S. acuminatus and the red LED treatment. In conclusion, the growth
was cultivated in a controlled environment, exposed and protein production of S. acuminatus can be
to white light, adopted as a control, and to two favored in controlled cultivation under red LED
treatments, one with blue light and one with red light. lighting in order to obtain proteins for food
The experiment lasted thirty-one days, and aliquots supplementation.

of 3ml were collected every three days to prepare the
growth curve for the treatments and control. Total
soluble protein analysis was performed at the end of
the experiment. The result showed that S. acuminatus

1. INTRODUCAO

As microalgas sdo organismos que tém se tornado cada vez mais atrativos para o setor de
alimentos, mediante sua eficiente capacidade fotossintetizante, com adequada adaptagdo as
variadas condigdes dos corpos d'agua e clima. Em meios de cultivos otimizados, alcangcam
uma rapida taxa de crescimento, ocupando pouco espago em culturas com meio liquido. Esses
micro-organismos ainda contribuem para a diminui¢do do gas carbOnico na atmosfera e
proporcionam um aumento na produc¢do e liberacdo de oxigénio, tdo essencial para a
manuteng¢ao da vida terrestre (Ohse et al., 2009).

O cultivo de microalgas em escala comercial visa o grande potencial que esses
micro-organismos possuem de produzirem substancias de interesse, como os pigmentos (
astaxantina e P- caroteno), acidos graxos (como o Omega 3), carboidratos, proteinas,
vitaminas, dentre outros compostos benéficos para a saude humana. No entanto, mesmo que a
variedade de espécies de microalgas disponiveis na natureza seja alta, apenas algumas delas
tém sido utilizadas atualmente para fins alimenticios (Kent, Welladsen, Mangott, & Li, 2015).
Dentre as espécies mais utilizadas na nutricdo humana estdo a alga verde Chlorella vulgaris e
a cianobactéria Arthrospira platensis, sendo comercializados na forma de pd, comprimido ou
capsula (Molino et al., 2018).

As aplicacdes de compostos de microalgas, principalmente no setor alimenticio, buscam
trazer melhorias na qualidade de vida, fornecendo substancias importantes a satde humana,
dada a busca por alimentos mais saudaveis, economicos e sustentaveis. A fim de se moderar o
consumo de proteina animal e de substituir compostos sintéticos por compostos naturais
(Molino et al., 2018).
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No entanto, a produ¢do de biomassa algal ainda possui desafios para se tornar
economicamente vidvel e trazer mais vantagens para movimentar o comércio alimenticio,
como por exemplo, selecionar linhagens com melhor potencial nutritivo, aumentar a
produtividade dessas microalgas e otimizar os meios de cultivos para producgdo de proteinas
de boa qualidade dentro dos padrdes de biodisponibilidade e digestibilidade (Dineshbabu,
Goswami, Kumar, Sinha, & Das, 2019; Amorim, Soares, Coimbra, & Leite, 2020).

Neste contexto, a grande maioria das pesquisas em escala laboratorial visam avaliar o
crescimento celular e a sintese de determinadas moléculas de forma a aumentar sua producao,
uma vez que a composi¢cdo bioquimica das microalgas pode variar até mesmo entre linhagens
diferentes da mesma espécie, e/ou condi¢des e constituicdes do meio de cultivo no qual estéd
inserida (Mingotti, 2019; Amorim, Soares, Coimbra, & Leite, 2020). A luminosidade ¢ um
fator fundamental para a manutencdo da microalga alvo, uma vez que a intensidade e
qualidade luminosa afetam significativamente o crescimento celular e a sintese de
determinados biocompostos (Cantt, 2016).

Assim os parametros como intensidade, fotoperiodo e qualidade da luz, sdo estudados a fim
de se otimizar a produ¢do de produtos biotecnologicos. Destes pardmetros, a qualidade de luz
fornecida por lampadas de LED se mostra promissora, dado sua alta durabilidade, custo
acessivel e boa eficiéncia em estimular a produgdo de biomoléculas (Ramanna, Rawat, &
Bux, 2017). Os comprimentos de onda das cores azuis e vermelhas tem maior
empregabilidade em estudos com cultivo de microalgas, por estarem dentro da faixa 6tima
que favorece a fotossintese: a luz vermelha ¢ apontada como sendo melhor na producao de
biomassa, enquanto que a luz azul aumenta o tamanho celular (Koc, Anderson, &
Kommareddy, 2012).

As microalgas Scenedesmus spp., da Classe Chlorophyceae, apresentam potencial na
producdo de biomassa com teor de proteinas variando entre 50-56% em cultivos de larga
escala, sendo mais visadas para alimentagdo na piscicultura (Simdes, Santos, Dantas, &
Galvez, 2016). Algumas espécies de Scenedesmus sdo apontadas em estudos como fontes
protéicas para seres humanos. como no estudo de Zapata et al (2020), que aponta o potencial
de Scenedesmus obliquus na producdo de uma biomassa rica em moléculas bioativas
(carotenoides totais, fenois totais e proteinas totais) para usos como o de aditivos naturais em
alimentos. A microalga Scenedesmus acuminatus, tem grande potencial protéico, embora seja
mais visada em estudos relacionados a produgdo de biodiesel, por conta do seu teor lipidico
(Brito et al., 2020; Cunha, 2014.; Militao, 2013).

Amorim, Soares, Coimbra, e Leite (2020) apontam para a necessidade de estudar espécies de
microalgas que agreguem conhecimentos na sintese de proteinas com potencial para sua
aplicagdio em produtos biotecnologicos no setor alimenticio como na producdo de
suplementos alimentares. Por isto, a S. acuminatus foi escolhida para este estudo focado na
qualidade luminosa, almejando a sua produgdo de proteinas.
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Assim sendo, este estudo avaliou a influéncia dos comprimentos de onda de luz LED branca e

a luz LED azul e vermelha sobre o crescimento de Scenedesmus acuminatus e sua producao
de proteinas em ambiente controlado.

2. METODOLOGIA DA PESQUISA

2.1 LINHAGEM DE MICROALGA E MEIO DE CULTIVO

Foi utilizada a linhagem de microalga isolada Scenedesmus acuminatus L027A (Figura 1),
cedida pelo LATEAC. Todo o seu cultivo foi realizado em meio liquido ASM-1 (Gorham,
Mclachlan, & Hammer, 1964), mas indicado para cultivo de cianobactérias, no entanto,
estudos prévios no laboratério demonstraram o crescimento satisfatorio da linhagem S.
acuminatus em meio ASM-1.

Figura 1. Imagem microscopica de S. acuminatus com oito cenobios. Fonte: A Alster & T
Zohary, Kinneret Limnological Laboratory, IOLR, 2007.

2.2 PREPARACAO DO INOCULO
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Antes de iniciar o experimento foi necessario aumentar a populagdo do isolado de S.
acuminatus através do procedimento de repique, realizado em média por 7 dias (Andrade,
2014). Inicialmente, todos os materiais e vidrarias empregadas para o meio de cultivo foram
devidamente esterilizados a 121° C por 30 minutos em autoclave e a manipulacdo desses
materiais e vidrarias ocorreram em cdmara de fluxo laminar, foram produzidos 2 L de in6culo
em Erlenmeyer de 3 L de capacidade, sob iluminagdo de luz LED branca com fotoperiodo
12:12 h luz/escuriddo e temperatura de + 25° C. A Figura 2, mostra o indculo no dia da
montagem do experimento.

Figura 2. Cultivo para aumento da densidade celular da S. acuminatus em Erlenmeyer de
250ml com 100 ml de meio ASM1 e Erlenmeyer 3 L com 2 L de meio ASM1. Fonte: Arquivo
proprio, 2021.

Assim que o indculo no cultivo em Erlenmeyer de 3L adquiriu uma coloragdo mais verde, foi
coletado 1 ml desse indculo e fixado com uma gota de lugol acético 5%, diluido em 9ml de
agua destilada para estimativa da densidade celular por meio de contagem direta em camara
de Fuchs-Rosenthal com microscopio optico comum. O método de zigue-zague (Figura 3) foi
adotado como parametro de contagem dos dezesseis quadrantes de cada malha, quantificando
todos os individuos encontrados dentro de cada quadrante (Cunha, 2014; Militdo, 2013). A
densidade celular do indculo em erlenmeyer de 3L foi de 1.930.800 cel/ml .

Figura 3. Exemplo de contagem por meio de zigue-zague na camara de Fuchs-Rosenthal.
Fonte: Kasvi, 2017.
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2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para determinar a influéncia qualitativa da luz no crescimento e na produgdo de proteinas em
Scenedesmus acuminatus L027A, foi montado um experimento com dois tratamentos e um
controle: luz azul (duas lampadas 18W de LEDs azuis, 74 lux); luz vermelha (duas lampadas
18W de LEDs vermelhas, 374 lux) e luz branca (uma lampada 18W de LED branca, 240 lux)
se caracterizando como controle. A intensidade luminosa foi medida por meio de um
luximetro digital para LED de marca Highmed. Para cada tratamento foram realizadas quatro
réplicas de cultivo, em Erlenmeyers de 1000 ml de capacidade contendo 600 ml de cultivo
com concentragdo celular inicial de 193.080 cél/ml.

A pesquisa teve duragdo de 31 dias. Os frascos com os cultivos foram posicionados sobre
prateleiras com suas respectivas iluminacdes (Figura 4) e cobertos com papel laminado, de
forma a se evitar interferéncia de luzes externas. O fotoperiodo foi mantido em 12:12h
variacdo entre claro/escuro realizado por temporizador digital e a temperatura mantida + 25°
C, com pH inicial de 7,0.
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Figura 4. Tratamentos experimentais de S. acuminatus em cultivos com lampadas de LEDs.
(A) em luz branca, (B) luz LED azul e ( C ) luz LED vermelha. Fonte: Arquivo proprio, 2021

As amostras de cada tratamento foram coletadas a cada trés dias em camara de fluxo laminar
até o fim do experimento para acompanhamento do crescimento celular. Foram retirados 3 ml
de cada amostra por coleta, com posterior leitura em espectrofotometro de marca AquaMate
Plus UV-Vis (ver no tépico “medidas de crescimento”) e depois fixadas em lugol e
armazenadas. Cada cultivo, teve seu posicionamento alternados ao longo do experimento a
fim de se evitar excesso de luminosidade. Ao término do experimento, todos os cultivos
foram centrifugados e sua biomassa congelada para posterior liofilizagdo e determinacdo das
proteinas.

2.4 MEDIDAS DE CRESCIMENTO

A densidade celular de cada amostra foi estimada utilizando espectrofotometro, sempre com
absorbancia de 570 nm, dentro da faixa de luz que ndo ¢ totalmente absorvida pelas clorofilas
e carotendides (Cunha, 2014.; Lourenco, 2006). Para gerar a curva padrdo, foi feita a
contagem celular do in6culo em microscopio Optico comum com auxilio da cadmara de
contagem Fuchs-Rosenthal, obtendo conhecimento da concentracao celular em uma aliquota
de 3 ml de cultivo, do qual foram feitas diluigdes e lidas em espectrofotometro com 570 nm
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de absorbancia. Os valores obtidos foram usados para construir uma curva padrdo, associando
os valores de densidade celular com os dados de absorbancia.

2.5 DETERMINACAO DAS PROTEINAS HIDROSSOLUVEIS

Ao final do experimento, todo o volume restante de cada cultivo foi centrifugado,
separadamente, a 3000 rpm durante 10 min, havendo o descarte do sobrenadante. O contetido
dos pellets foram colocados em placas de petri (Figura 5) e levados ao ultra-freezer. Apos o
congelamento total, as amostras foram levadas ao liofilizador de marca SOLAB, modelo
SL-404, a -45°C de temperatura, até que toda a dgua contida na biomassa fosse retirada. A

biomassa liofilizada foi armazenada em refrigerador para posterior analise de proteinas totais
soltveis (Cunha, 2014)

Figura 5. Cultivos centrifugados e prontos para serem congelados. Fonte: Arquivo proprio,
2021.
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Para a determinagdo das proteinas hidrossoliveis em cada amostra, foi seguido a metodologia
de Derner (2006) adaptada de Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, (1978) empregando o uso
de albumina bovina de 0,4 gL' como padrio e leitura em espectrofotometro de 750 nm de
absorbancia.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para determinar se houve diferencas significativas entre os valores de densidade celular de
cada tratamento e do controle a cada dia, e também entre os valores de proteinas totais entre
os tratamentos, foi realizado o teste de andlise de variancia (ANOVA) (Montgomery, 1991) e
subsequente teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os testes foram feitos por meio do
programa InfoStat (versao 2014) (Balzarini et al., 2008).

3. RESULTADOS

A curva de crescimento da microalga S. acuminatus 1L.027A, sob a influéncia das diferentes
qualidades de luz, estdo ilustradas na Figura 6. Todos os tratamentos (luz azul e vermelha) e o
controle (luz branca) se encontraram em fase exponencial de crescimento durante todo o
experimento. Nao foram observadas as demais fases de crescimento.

Figura 6. Curva de crescimento de S. acuminatus em cada tratamento. Diferenga
significativa de densidade celular entre o tratamento vermelho e azul (*), e diferenca dos
tratamentos em relacdo ao controle luz branca (**). VER: Vermelho. BRA: Branco. Barras de
erro indicam desvio padrao (n=4). Fonte: Elaboragao propria, 2021.
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A microalga S. acuminatus 1L.027A apresentou melhor resposta de crescimento sob influéncia
da luz LED vermelha, seguida pela luz branca (controle) e por fim pela luz azul. Na primeira
coleta (dia 1) foi possivel observar diferenca significativa do controle para com a luz
vermelha, que se seguiu durante todo o experimento. Na segunda coleta (dia 3), o tratamento
de luz vermelha diferiu do tratamento com a luz azul que se manteve até o final do
experimento, com exce¢do para a terceira coleta (dia 7), no qual ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Ao final do experimento a densidade celular de S.
acuminatus 1L027A em luz vermelha foi de 110 milhdes cél/mL, sob a luz branca (controle)
foi de 102 milhdes cél/mL, enquanto que na luz azul a densidade celular foi de 90 milhdes
cél/mL. Os cultivos expostos a luz vermelha apresentaram um aspecto de coloragdo
esverdeada, enquanto que na luz azul foi observada uma coloragdo mais amarelada. J4 em
relagdo ao controle, a coloracdao do cultivo foi gradualmente passando de esverdeado a
amarelado ao longo do experimento.

Na Figura 7, estd contemplado o resultado da determinacdo das proteinas (mg/g) nos
diferentes tratamentos (azul, vermelho) e o controle (branco).

Figura 7. Efeitos dos diferentes LEDs azul (a), vermelha (v) e branca (b), na producao
de proteinas em S. acuminatus. Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0, 05). Barras de erro indicam desvio padrao
(n=4). Fonte: Elaboracao propria, 2021.
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Acerca das proteinas, a luz LED vermelha mostrou-se como o melhor tratamento ao estimular
maiores quantidades de proteinas na espécie S. acuminatus  LO027A, diferindo
significativamente do controle. J& em comparacdo com a produgdo de proteinas em
tratamento com luz azul, ndo houve diferencga significativa.

4. DISCUSSAO

Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a utiliza¢do de LEDs monocromaticas em
cultivos de S. acuminatus 1L027A. Porém, uma comparacao dos resultados obtidos neste
estudo pode ser feita com base em uma pesquisa que utilizou a mesma espécie sob
luminosidade fluorescente vermelha demonstrando um menor crescimento da espécie (Cunha,
2014), enquanto que a LED vermelha empregada neste estudo otimizou o crescimento,
mostrando que S.acuminatus L027A respondeu melhor ao comprimento de onda expresso
pela luz LED vermelha. As luzes de LED tem a vantagem de produzir menos calor em
comparagdo com luzes como a fluorescente, dessa forma, o cultivo nao fica superaquecido e
ndo prejudica o desenvolvimento da microalga, outra vantagem da LED ¢ que ela reduz o
estresse por iluminacdo excessiva e melhora a eficiéncia energética, ao fornecer a
luminosidade ideal para o cultivo (Koc, Anderson & Kommareddy, 2012).

Estudos realizados com outras espécies de algas verdes também corroboram com o resultado
deste trabalho em relagdo ao crescimento, como o que foi efetuado por Koc, Anderson e
Kommareddy, (2012) cultivando Chlorella kessleri sob efeito das luzes de LED azul,
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vermelha e fluorescente branca. Esses pesquisadores mostraram que a luz vermelha foi
melhor absorvida pelos pigmentos verdes presentes nas clorofila a e b e, consequentemente,
possibilitou um aumento na concentracdo celular, embora as células tenham apresentado
tamanho reduzido. Os pesquisadores chegaram a conclusdo de que a luz LED vermelha foi
mais eficaz no crescimento e na formagdo de biomassa da Chlorella enquanto que a luz azul
foi melhor em termos de tamanho da célula. No tratamento com LED vermelha, o cultivo de
S. acuminatus 1L.027A foi o de coloracdo mais verde, que € refletida quando ha maior captagio
de luz de espectro vermelho por parte das clorofilas. Dessa forma, a faixa de luz vermelha sob
a intensidade luminosa de 374 lux utilizada nesse experimento, foi bem absorvida pelas
clorofilas, proporcionando um maior crescimento do cultivo em comparagao com a luz
branca e azul.

Um outro trabalho com LEDs (azul e vermelha) realizado com Chlorella vulgaris por Kim,
Lee, Park e Choi, (2014) apontou em suas conclusdes a eficacia da luz vermelha na divisao
celular e reforgaram a associacdo da luz azul com o tamanho das células. Os autores também
destacaram a importancia de genes ligados ao processo de fotossintese (PS 11) que foram
expressos em maior quantidade quando o cultivo de C. vulgaris estava sobre efeito da luz
azul, uma vez que a luz azul de onda curta ¢ mais energética que a luz vermelha e acabou por
levar a alga ao estresse por fotoinibicao, enquanto que a luz vermelha que ¢ menos energética,
a fotoinibi¢do acaba por nao ocorrer. Assim como a C. vulgaris mostrou estresse mediante a
luz azul, pode ter ocorrido 0 mesmo com a S. acuminatus L027A que apresentou crescimento
reduzido em luz azul e exibiu coloracdo amarelada, sdo reagdes que podem estar associadas
aos mecanismos de fotoprotegdo em resposta a luz azul, favorecendo a sintese de pigmentos
acessorios como os carotenoides (Montanhim, 2018).

A luz vermelha também se mostrou eficiente no crescimento de Heterochlorella luteoviridis,
outra alga verde, em comparagdo com a luz azul num estudo realizado por Menegol (2018).
Neste mesmo estudo também foi relatado uma maior producao de carotenoides sob influéncia
da luz azul do que em luz vermelha. J& a luz branca também ¢é apontada, pelo mesmo autor,
como a mais vantajosa na producdo de carotendides e geracdo de biomassa em H. luteoviridis.
Em S. acuminatus L027A a luz de LED branca (controle) foi a segunda melhor em
crescimento do cultivo, diferindo dos demais tratamentos. A luz branca fornece comprimentos
de onda variados, no entanto, nem todos os espectros de luz sdo bem assimilados na
fotossintese, variando de espécie para espécie, estimulando ou ndo a sintese de determinados
compostos.

No estudo de Zhong, Jin e Cheng (2018) utilizando LEDS monocromaticas em quatro
espécies de microalgas, Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa, Scenedesmus quadricauda
e Scenedesmus obliquus, os autores observaram que a luz azul promoveu a melhor resposta de
crescimento nessas espécies, eles também relataram um aumento na clorofila, luteina e acidos
graxos sob influéncia da luz azul, chegando a conclusdo de que a luz LED azul foi a melhor
na produgdo de biomassa e composicao lipidica com potencial para a suplementagdo humana
e biocombustiveis. Diante disto, a luz azul empregada na S. acuminatus L.027A promoveu
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uma resposta diferente das observadas no estudo de Zhong, Jin e Cheng (2018), ja que a luz
proveniente da led azul nao foi vantajosa para o crescimento da espécie, mostrando que de
fato, a luz azul pode ou ndo favorecer determinadas espécies mesmo sendo do mesmo género.

Com relacdo a sintese de proteinas sob a luz monocromatica vermelha, resultado parecido foi
encontrado por Montanhim (2018) num estudo com Chlorella sorokiniana que teve como
tratamentos a luz LED vermelha, azul e branca como controle, além de uma combinagao de
azul e vermelho. Destes tratamentos, a luz LED vermelha se mostrou mais efetiva na
produgdo de proteinas totais (concentracdo de 67,95% pg cél-1), seguida pela combinagdo de
azul e vermelho (54,28 pg cél-1) , pela luz azul (50,82 pg cél-1) e por tltimo o controle luz
branca (40,75 % pg cél-1). Assim como o constatado em S. acuminatus L027A, em que houve
maior expressdo proteica em luz vermelha e a menor em luz branca. As proteinas sdo
produtos gerados principalmente quando a microalga ndo se encontra em ambiente de
estresse, podendo investir energia nesses compostos € também em seu crescimento (Amorim,
Soares, Coimbra, & Leite, 2020).

5, CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusao, o experimento com lampadas de LED visando o crescimento e a produgdo de
proteinas em Scenedesmus acuminatus 1.027A contribuiu para o conhecimento bioquimico da
espécie, mostrando que a melhor qualidade de luz para a sintese de proteinas e crescimento da
espécie foi fornecida pela luz de LED vermelha, uma vez que a luz vermelha foi melhor
absorvida pelas clorofilas e ndo provocou estresse na microalga.

Estudos com S. acuminatus referente a qualidade de luz visando a produ¢do de proteinas sdao
escassos, portanto, sugere-se que novos trabalhos sejam feitos com o emprego combinado de
LED vermelha e azul, uma vez que a juncdo das luminosidades pode ser benéfica para se
otimizar o cultivo e obter produtos de interesse, principalmente com relagdo a proteinas.

Outra sugestdo, ¢ o estudo de S. acuminatus alterando o fotoperiodo e a intensidade das
LEDs, que também pode colaborar para a compreensdo e sintese de proteinas.
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