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RESUMO

Microalgas vém sendo reconhecidas como promissoras fontes de pigmentos, se tornando uma
via alternativa sustentavel de producao. Visando o aumento da producdo de biomoléculas,
altera¢des nas condi¢des de cultivo vém sendo estudadas, tais como a aplicacdo de campos
magnéticos (CM) e uso de diferentes fontes de luz. Diodos emissores de luz (LEDs) sao
relatados como energicamente eficientes, em comparacdo com outras fontes de luz artificias, e
o comprimento de onda da luz emitida pode ser controlado. Nesse contexto, o objetivo da
pesquisa foi promover o aumento no teor de pigmentos cultivando a microalga Chlorella fusca
LEB 111, utilizando diferentes fontes de luz e aplicacdo de CM. Os cultivos foram feitos em
duplicata, utilizando meio BG 11, em reator tubular vertical a 30 °C, 0,5 vvm, durante 15 d. A
intensidade média do CM gerada por dois imas de ferrite foi de 30 mT e foram testadas
aplicagdes de 1 e 24 hd™!'. A utilizagdo de luz florescente e LEDS azuis foi avaliada. Os cultivos
controles (fluorescente e LEDs azuis) ndo tiveram a aplicacdo de CM. Ao longo do cultivo,
amostras foram coletadas a cada 24 h e foram determinados o pH e concentra¢dao de biomassa
e calculados os parametros cinéticos. As concentragdes de clorofila-a, clorofila-b e carotenoides
foram determinadas a cada 3 d e a composicao da biomassa foi determinada ao final do cultivo.
A eficiéncia energética foi calculada, a fim de comparar as fontes de luz. Os cultivos com luz
fluorescente apresentaram maior crescimento celular, em comparacdo aos ensaios com LEDs
azuis. A concentragdo de biomassa maxima (Xmax) foi 2,54 g L', no cultivo com CM 1 h d*!,
porém sem diferenga estatistica (p<0,05) entre os demais ensaios com a mesma fonte de luz e
produtividade méxima (Pmax) de 0,24 g L d!, no cultivo controle. Os cultivos com LEDs azuis
apresentaram Xmax de 1,7 g L' (Pmax de 0,20 g L d!), no cultivo controle que teve diferenca
significativa (p>0,05) dos ensaios com CM. O efeito do CM na caracterizacdo da biomassa foi
nulo ou negativo, com excecao do teor de proteina no ensaio com luz fluorescente. O resultado
mais promissor de carboidratos (32,7 %) e lipidios (29,3 %) ocorreu no cultivo controle com
luz fluorescente e de proteinas (54,8 %) no cultivo controle com LEDs azuis. A aplicagdo de
CM e uso de LEDs azuis promoveram a obten¢do de maiores concentracdes de pigmentos. A
maior concentragio de clorofila-a obtida foi 16,13 mg g™ (1 h d!), de clorofila-b foi 20,27 mg
g! (24 h d!) e carotenoides de 3,84 mg g! (1 h d!). Os cultivos com LEDs azuis além de
apresentarem maior teor de pigmentos, do que os ensaios com luz fluorescente, apresentaram
maior eficiéncia energética, tanto em rela¢do a biomassa quanto pigmentos, indicando ser uma
alternativa mais economica.

Palavras chaves: Microalga. Biomoléculas. Clorofila. Carotenoides. imas de ferrite. Eficiéncia

energeética.






ABSTRACT

USE OF DIFFERENT SOURCES OF LIGHT AND MAGNETIC FIELDS APPLICATION
FOR PRODUCTION OF PIGMENTS BY Chlorella fusca

Microalgae have been recognized as promising sources of pigments, becoming an alternative
sustainable production route. Aiming at increasing biomolecules production, changes in
growing conditions have been studied, such as magnetic fields (MF) application and the use of
different light sources. Light emitting diodes (LEDs) are reported to be energy efficient by
comparison with other artificial light sources, and the wavelength of the emitted light can be
controlled. In this context, this study aimed at increasing pigments content in the cultivation of
the microalga Chlorella fusca LEB 111, applying different light sources and MF. Cultures were
carried out in duplicate, with BG 11 medium, in a vertical tubular reactor at 30 °C, 0.5 vvm, for
15 d. The average intensity of the MF generated by two ferrite magnets was 30 mT and
applications of 1 and 24 h d"! were evaluated. The use of fluorescent lighting and blue LEDs
was studied. Control cultures (fluorescent and blue LEDs) had no MF application During
cultivation, samples were collected every 24 h and pH and biomass concentration were
determined and kinetic parameters calculated. Concentrations of chlorophyll-a, chlorophyll-b
and carotenoids were determined every 3 d and biomass composition was determined at the end
of cultivation. Energy efficiency was calculated to compare light sources. Fluorescent light
cultures showed high cell growth by comparison with blue LEDs cultures. The highest biomass
concentration (Xmax) was 2.54 g L' in the culture with MF for 1 h d”!, but without statistical
difference (p<0.05) between the other assays with the same light source and maximum yield
(Pmax) 0f 0.24 g L d"! in the control culture. Cultures with blue LEDs had Xmax of 1.7 g L' (Pmax
of 0.20 g L''d"!), in the control culture which had a significant difference (p>0.05) from the
cultures with MF. The effect of MF in the characterization of biomass was null or negative,
except for protein content in the fluorescent light assay. The most promising result for
carbohydrates (32.7 %) and lipids (29.3 %) was in the control culture with fluorescent light and
proteins (54.8 %) was in the control culture with blue LEDs. MF application and the use of blue
LEDs promoted the attainment of high pigment concentrations. The highest concentration of
chlorophyll-a was 16.13 mg g (1 h d), chlorophyll-b was 20.27 mg g (24 h d!) and
carotenoids was 3.84 mg g! (1 h d!). Cultures with blue LEDs, in addition to showing high
pigment content than fluorescent light assays, showed high energy efficiency, both in relation
to biomass and pigments. This indicating that it is a more economical alternative.

Keywords: Microalgae. Biomolecules. Chlorophyll. Carotenoids. Ferrite magnets. Energy
efficiency.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sao micro-organismos fotossintéticos que utilizam, energia solar,
didxido de carbono (CO2) e nutrientes para gerar biomassa. Esse grupo de micro-organismos
possui ampla variedade de espécies e vivem em diferentes condi¢cdes ambientais (LOURENCO,
2006). A biomassa gerada pode conter compostos como carboidratos, lipidios, proteinas,
aminoacidos essenciais e vitaminas (PEREIRA; LISBOA; COSTA, 2018).

Existe uma tendéncia acentuada na industria de alimentos para o desenvolvimento
e fabricagdo de produtos que oferecem beneficios a satde, devido ao crescente interesse dos
consumidores em produtos de origem natural em detrimento a sintética. O género de microalga
Chlorella possui potencial para essa aplicacdo, pois contém em sua composi¢do proteinas,
polissacarideos, vitaminas e minerais, podendo ser utilizada na industria de alimentos
funcionais (MASOJIDEK; KOBLIZEK; TORZILLO, 2010). Entre esses compostos que sio ou
podem ser potencialmente utilizados como ingredientes funcionais estdo os pigmentos, como
clorofila e carotenoides (PLAZA et al., 2010). As clorofilas sdo pigmentos importantes para as
reacOes fotossintéticas. Podem apresentar propriedades promotoras de satde como
antioxidantes, antimutagénicas e anti-inflamatorias e por isso serem promotoras de saude. Estse
pigmentos sdo usados como corante em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos
(BEGUM et al., 2016).

Os carotenoides sdo substancias essenciais para o corpo humano, mas os humanos
nao conseguem sintetiza-los, por isso a dieta € sua principal fonte. A estrutura desses compostos
confere propriedades benéficas, como provitamina A, e estabelece a base para suas func¢des
bioldgicas complexas (FARAONE et al., 2020). Como as microalgas contém carotenoides,
pesquisadores estao utilizando-as para extrai-los. Os carotenoides que este género produz, sao
B-caroteno, a-caroteno, luteina e zeaxantina (GENC et al., 2020). A estimulagdo eficaz da
biossintese de carotenoides pode promover maior acumulo destes compostos. Estudos indicam
que varios fatores ambientais e estimuladores de cultura podem aumentar o rendimento de
carotenoides em microalgas (BOROWITZKA, 2013).

Sob condigdes de estresse, muitas microalgas alteram a rota biossintética para
formag¢do ou acumulo de produtos de interesse. Os pardmetros como pH, temperatura,
concentra¢do de nutrientes e ilumina¢ao podem ser modificados, com a finalidade de promover
maior rendimento do composto de interesse (LOURENCO, 2006). Diante disso, se torna

importante estudar formas de estimular a produgdo de biomoléculas, como a aplicacdo de
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campos magnéticos (CM) que vem sendo estudada e tem se mostrado como uma alternativa
para indug¢do do crescimento e producdo de compostos de interesse. O efeito do CM pode ser
negativo, positivo ou nulo (HUNT et al., 2009) e essas modificagdes dependem da intensidade
(DEAMICI et al., 2016), frequéncia e tempo de exposi¢ao (BAUER et al., 2017; YANG et al.,
2011).

Pesquisas, também, tem relatado o uso de diodos emissores de luz (LEDs) em
cultivos de microalgas, pois os mesmos sao considerados uma fonte de energia ecologicamente
correta e econdmica, frente a utilizag¢ao de luz fluorescente, além de poderem induzir a produgao
de biomassa (DUARTE; COSTA, 2018; MARKOU, 2014; PRATES et al., 2018). A principal
caracteristica desta fonte de luz € a sua faixa espectral estreita, que pode levar a maior eficiéncia
de captacdo energética pelas microalgas e, assim, aumentar a produtividade de biomassa e de
seus metabolitos. A luz ¢ um dos fatores mais significativos do metabolismo nas células de
microalgas, o nivel de irradidncia e composi¢do espectral influenciam o crescimento, a
produgdo de enzimas, a fotossintese e as rotas metabdlicas de sintese (SCHULZE et al., 2014).

Neste contexto, a hipotese desse trabalho foi de que o CM aplicado ao cultivo de
microalga, utilizando LEDs azuis como fonte de luz, pode alterar o crescimento, composi¢ao

da biomassa, concentragao de clorofila e carotenoide total.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBIJETIVO GERAL

Promover o aumento no teor de pigmentos cultivando a microalga Chlorella fusca

LEB 111, utilizando diferentes fontes de luz e a aplicacdo de campos magnéticos.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito de diferentes tempos de aplicagdo dos campos magnéticos no
crescimento e composi¢ao de biomassa;

e Verificar se a aplicagdo de campos magnéticos e a mudanga de fonte de luz, durante os
cultivos, afeta o conteudo de clorofila-a, clorofila-b e carotenoides totais;

e Comparar a eficiéncia energética entre LEDs azuis e luz fluorescente, em relagdo a

produgdo de biomassa e pigmentos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 MICROALGAS E Chlorella

As microalgas sdo organismos microscopicos fotossintéticos, sendo umas das
principais produtoras de oxigénio nos ecossistemas aquaticos. Algumas espécies sao
encontradas em agua doce e outras em agua do mar. Possuem a caracteristica de metabolizar o
carbono inorgdnico atmosférico em biomassa organica, utilizando luz solar. Podem ser
eucaridticas, como clordfitas e diatomdceas ou procaridticas, como as cianobactérias. As
diferentes espécies de microalgas, apresentam atividades metabolicas distintas, fazendo com
que seja possivel a adaptacdo em diferentes condigdes de cultivo (GOUVEIA et al., 2010;
MATA; MARTINS; CAETANO, 2010).

Os cultivos podem ocorrer de modo autotréfico, heterotrofico, mixotréfico e foto-
heterotréfico (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). A produgdo da biomassa microalgal
pode ser utilizada para obtenc¢ao de energia pela conversao de lipidios a biodiesel e carboidratos

a bioetanol (LEE; OH; LEE, 2015) e outras aplicagdes que sdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 — Fluxograma apresentando as diferentes aplicacdes de biomassa microalgal
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Fonte: Adaptado de RIZWAN et al. (2018)

Dentre os fatores que podem influenciar a propor¢ao dos diferentes constituintes da
biomassa, pois a composi¢do quimica de microalgas varia em uma ampla faixa, estdo

parametros como temperatura, pH do meio, nutrientes, fonte de luz (CHIRANJEEVI; MOHAN,
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2016), aplicagdo de campos magnéticos (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2021; SILVA et al.,
2020) e uso de diodos emissores de luz (LEDs) (DUARTE; COSTA, 2018).

A microalga Chlorella foi descrita, pela primeira vez, por Beijerink em 1890,
utilizando a espécie Chlorella vulgaris. Apds, um grande numero de espécies foi isolado e
caracterizado (RICHMOND; HU, 2013). E uma alga verde, eucaridtica, unicelular
microscopica e que habita dgua salgada e 4gua doce. Possui diametro de 2-10 um e suas células
sdo esféricas, globulares ou elipsoidais, sem flagelo. O tipo de reproducgdo ¢ assexuada pela
liberacao de autdsporos e o género Chlorella € pertencente ao grupo das Chlorophytas e a classe
Chlorophyceae (LOURENCO, 2006; HUSS; SOGIN, 1990).

Por ser considerada uma fonte potencial de nutrientes, essa microalga ¢ amplamente
utilizada no mercado de alimentos saudaveis, sendo incorporada em massas alimenticias para
aumentar sua qualidade nutricional (FRADIQUE et al., 2010) e na aquicultura (YUNOS et al.,
2017). lllman, Scragg e Shales (2000) pesquisaram, em cultivos com baixo teor de nitrogénio,
a composi¢do quimica das espécies de Chlorella, C. vulgaris, C. emersonii, C. protothecoides,
C. sorokiniana e C. minutissima, e obtiveram teores diferentes de proteinas (24-45 %),
carboidratos (11-55 %) e lipidios (11-31 %), indicando que ha grande variabilidade de
composi¢ao entre espécies. Esta microalga também possui vitaminas, minerais, pigmentos,
acidos graxos como acidos oleicos e linoleico (EL-BAKY; EL-BAROTY, 2013).

Por apresentar essas caracteristicas e com intuito de aplicacdo, Chlorella ¢é
produzida comercialmente sob condigdes fotoautotroficas, principalmente em lagoas abertas ou
heterotroficamente em reatores (GUCCIONE et al., 2014). Seyfabadi, Ramezanpour e Khoeyi
(2011) comentaram que a composi¢do bioquimica de Chlorella pode ser afetada pelas
condi¢des de cultivo, como fatores nutricionais e intensidade da luz. Deamici et al. (2016)
apresentaram a composicao de Chlorella fusca LEB 111, cultivada em reator tubular com meio
BG 11, de 60,3 %, 25, 2 % e 12,9 % para proteinas, carboidratos e lipidios, respectivamente.

Estudos, com diferentes cepas de Chlorella e condi¢des de cultivo relataram a
producao de biomoléculas, como acidos graxos (WANG; CHEN; QIN, 2014), clorofila-a e
clorofila-b (BAUER et al., 2017) e carotenoides (ZHANG et al., 2017). Também tem sido
descrita como potencial género na producdo de biocombustiveis, como biodiesel e bioetanol

(LEE; OH; LEE, 2015).
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3.2 PRODUCAO DE PIGMENTOS POR MICROALGAS
3.2.1 Clorofila-a e clorofila-b

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes, essenciais para o processo
fotossintético, onde as microalgas obtém sua energia para o metabolismo e reproducdo e que
dao as microalgas sua cor verde. Em algas e plantas, a clorofila esta presente no cloroplasto e
participa do processo de coleta de luz e da conversdao da energia. Enquanto a clorofila-a esta
presente em todas algas, a clorofilab pode estar presente como pigmento acessorio na antena,
alargando a faixa de absorcao de luz. A clorofila-b esta presente em clorofitas (algas verdes) e
euglenofitas.

As clorofilas a e b tem duas bandas de absor¢do principais, de 660-665 nm (luz
vermelha) e 430 nm (luz azul). Ambas tém suas fungdes no processo fotossintético. Enquanto
a clorofila-a esta presente no nucleo da antena e dos centros de reagdo, e ¢ importante para a
coleta de luz e transferéncia de elétrons, a clorofila-b esta associada a antena PSII e além da
captagdo de luz, atua na estabilizagdo dos complexos de antenas periféricas (CHEN;
BLANKENSHIP, 2011; RODRIGUES et al., 2014). A Figura 2 apresenta a estrutura de

clorofila-a.

Figura 2 - Estrutura da clorofila-a
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* clorofila-b ¢ uma variante com o grupo metil na posi¢ao 3 sendo substituido por um grupo formil
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A partir da clorofila ¢ possivel obter pigmentos derivados, como a clorofilina
cuprica que pode ser comercializada para aplicacdes em alimentos, produtos farmacéuticos e
suplementos alimentares e pode conter propriedades antioxidantes e antimutagénicas
(LARKUM, 2016). Apesar das estruturas moleculares de todas as clorofilas serem semelhantes,
elas exibem diferengas em alguns grupos periféricos, que afetam seus espectros de absor¢ao. A
producdo de clorofila por microalgas pode ser modificada pela alteracdo das condig¢des de
cultivo, que ndo € apenas especifico da espécie, mas também dependente do modo de cultivo
(KHANRA et al., 2018; RAI; GAUTOM; SHARMA, 2015).

O efeito da intensidade de luz foi avaliado no conteudo de clorofila de Chlorella
sp. por Cheirsilp e Torpee (2012). O conteudo de clorofila aumentou com o aumento da
intensidade da luz (27-135 pmol m™ s™). Os autores também estudaram condigdes de cultivo e
observaram que o acimulo de clorofila foi maior no cultivo autotréfico € menor no cultivo
heterotrofico usando glicose como fonte de carbono, variando de 8,40 a 24,15 mg g!. Kiran e
Mohan (2021) cultivaram Chlorella sorokiniana, durante 10 d, com intensidade de luz

fluorescente de 100-200 pmol m™s™!

e ndo observaram alteragdo significativa na concentracao
de clorofila. A concentragdo de clorofila-a variou de 0,2 a 1,5 mg g e clorofila-b de 0,1 a
0,7 mg g’'. As células de microalgas respondem as alteragdes ambientais adaptando sua antena
fotossintética. Devido as diferentes respostas, os autores comentaram que um dos principais
fatores que influenciam a biossintese de clorofila € a intensidade da luz.

Chen et al. (2011) cultivaram Chlorella sp. em fotobiorreator estudando a luz
fluorescente de 85 a 590 umol m™ s™'. Conforme houve aumento da intensidade luminosa, o
teor de clorofila diminuiu. Quando Chlorella vulgaris foi cultivada sob luz vermelha, verde,
laranja, branca ou violeta, o maior rendimento de clorofila-a foi alcan¢ado sob luz vermelha,
correspondendo a 1,29 % da biomassa. A produgdo deste pigmento ¢ estimulada quando
exposto a luz vermelha, devido seu comprimento de onda principal ser nesta faixa. Os valores
encontrados para a exposi¢ao a luz verde, laranja e branca foram 1,04, 0,89 e 0,86 %,
respectivamente (MOHSENPOUR; WILLOUGHBY, 2013). El-sheekh, Morsi e Hassan (2020)
cultivaram Chlorella vulgaris em Erlenmeyer, meio BG 11, com diferentes intensidades de luz
fluorescente (25, 40, 60 e 125 pmol m™ s!). A maior concentragdo de clorofila (18 pg mL™)

1

foi obtida com a intensidade de 60 pmol m™ s, enquanto houve diminui¢io nas menores

intensidades testadas.
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3.2.2 Carotenoides

Os carotenoides sao classificados como tetraterpenos, formados por 40 atomos de
carbono que possuem uma longa cadeia de hidrocarbonetos poliénicos que pode conter entre 9
a 15 ligagdes conjugadas. Eles sdo responsaveis pelas cores amarelas, laranja e vermelha de
frutas e legumes. Esses hidrocarbonetos sdo divididos em dois grupos: o primeiro sdo os
carotenos, que contém apenas atomos de carbono e hidrogénio (por exemplo, a-caroteno, 3-
caroteno, y-caroteno, fitoeno e licopeno) e um segundo grupo, xantofilas, que contém carbono,
hidrogénio e oxigénio em sua estrutura molecular. Plantas, algas e algumas espécies de fungos
e bactérias sintetizam carotenoides e esses desempenham fungdes como atuar como pigmento
acessorio na captura de energia solar (BHOSALE; BERNSTEIN, 2005; NEGRO; GARRIDO-
FERNANDEZ, 2000).

Os carotenoides primarios, como o [-caroteno, luteina e zeaxantina, que se
acumulam na membrana tilacoide, estdo associados ao aparato fotossintético, exercendo papel
coletor de luz, eliminando as espécies reativas de oxigénio e estabilizando os complexos
pigmento-proteina. Os carotenoides secunddrios, como astaxantina e cantaxantina, sao
produzidos por certas microalgas sob condigdes estresse e nao participam da fotossintese. Mas
esses se acumulam em grandes quantidades em globulos lipidicos citoplasmaticos, onde
bloqueiam o excesso de radiagdo e suprimem a geragdo de espécies reativas de oxigénio (DI
LENA et al., 2019; DUFOSSE et al., 2005; YOUNG, 1993). No entanto, vérios carotenoides
primdrios, como o B-caroteno, atuam como metabolitos secundarios e, portanto, se acumulam
sob condigdes de estresse (MARKOU, 2014). A Figura 3 apresenta as estruturas quimicas de
alguns carotenoides.

A biossintese de carotenoides comeg¢a dentro do cloroplasto com geranilgeranil
pirofosfato (GGPP) e com algumas etapas especificas localizadas no citoplasma. Isso ocorre
por meio da enzima fitoeno sintase, que da origem ao hidrocarboneto fitoeno. Esta enzima esta
entre as enzimas-chave para a biossintese de carotenoides, em organismos fotossintéticos. A
expressao desta enzima ou outros genes de sintase pode ser regulada positivamente por estresses
ambientais (GONG; BASSI, 2016). As microalgas estdo sendo reconhecidas como fonte de
pigmentos e, dessa maneira, podem ser produzidos de maneira sustentavel. Os principais
carotenoides de microalgas sdo: B-caroteno, licopeno, astaxantina, zeaxantina, violaxantina e
luteina. Desses, B-caroteno, luteina e astaxantina sdo os mais estudados. B-caroteno ¢ um

pigmento laranja-amarelado com crescente demanda, sendo usado como corante para alimentos
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ou suplementos nutricionais mento, porque ¢ um precursor de vitamina A (retinol) (DI LENA

etal., 2019).

Figura 3 — Estrutura quimica de carotenoides
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Entre as espécies de algas, Haematococcus braunii, Dunaliella salina, Chlorella
sp., Scenedesmus sps, Spirulina platensis e Botryococcus braunii sdo conhecidas pela producao
de carotenoides. No entanto, a composi¢ao do pigmento das algas varia de espécie para espécie
e também de acordo com as condi¢des ambientais. Microalgas como as espécies Dunaliella
salina e Haematococcus pluvialis para a extracao de -caroteno e astaxantina, respectivamente
(CEZARE-GOMES et al., 2019).

Chlorella também ¢ considerada uma microalga produtora de [B-caroteno, a-
caroteno, luteina e zeaxantina (GUEDES; AMARO; MALCATA, 2011). Em Chlorella
zofingiensis, foi demonstrado que em condigdes de estresse como alta irradidncia de luz,
estresse salino e baixa concentragdo de nitrogénio, o teor de carotenoides pode atingir 5,32-
6,02 mg g!' de biomassa seca (PELAH; SINTOV; COHEN, 2004). Xie et al. (2019), com
diferentes meios e concentragdes de acetato de sodio e nitrato avaliaram a melhor producdo de
carotenoides, atingindo 9,57 mg g”!, ao utilizar meio BG 11 e cultivo em batelada. Chlorella
protothecoides possui taxa de crescimento e produtividade de luteina, relativamente altas em
condi¢des heterotroficas, em meios com glicose e ureia e em condigdes de estresse como baixo
teor de nitrogénio (7 g L) e alta temperatura (32 °C). A concentracdo de carotenoides nesta

microalga esta na faixa de 4,6-5,4 mg g”! (SHI; JIANG; CHEN, 2002). Christaki et al. (2013)
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relataram que as cepas de Chlorella sp., também podem ser utilizadas para a producao
comercial de carotenoides, visto que podem alcancar niveis desses pigmentos,
aproximadamente, de 1-2 g kg™! de matéria seca.

Othman et al. (2017) quantificaram carotenoides em Chlorella vulgaris e Chlorella
fusca cultivadas em meio BBM, luz fluorescente (85 pmol m? s!) e fotoperiodo de 16:8 h. Com
a primeira cepa, foi obtido 18,42 pg g™ de B-caroteno e com a segunda 10,01 pg g'. Damergi
et al. (2017) cultivaram Chlorella vulgaris em fotobiorreator de camada fina aberto e relataram
concentragio de carotenoides maxima de 0,28 mg g™! de biomassa umida. Kong et al. (2020)
estudaram efeitos de diferentes fontes de carbono em Chlorella vulgaris e cultivo
fotoautotréfico, mixotréfico e heterotrofico. O conteudo de carotenoides aumentou pela adigao
de acetato de sodio (6,86 mg g'!) e glicerol (6,18 mg g'') em cultura mixotréfica e heterotrofica,
respectivamente, em comparagdo ao cultivo padrao. J& Ogbonna, Nweze e Ogbonna (2021)
realizaram ensaios com diferentes intensidades de luz fluorescente (702, 1307 ¢ 1786 lux) no
cultivo de C. sorokiniana em meio BBM. A maior concentragdo de carotenoides (7,02 mg g™!)

foi na intensidade de 1307 lux.

3.3 FONTES DE LUZ NO CULTIVO DE MICROALGAS

A fotossintese ¢ um processo fotobioquimico que usa energia luminosa para
produzir ATP e NADPH para formar moléculas organicas. Funcionalmente, os fotons sdo
absorvidos por complexos de proteina, clorofila e carotenoides (que formam a antena de
captacdo de luz dos fotossistemas) e, em seguida, transferidos para o centro de rea¢do do
fotossistema, onde elétrons sdo gerados (MOGLICH et al., 2010). Embora a luz solar seja a
fonte de energia mais econdmica para o cultivo de microalgas, a luz artificial ainda ¢
economicamente viavel, principalmente quando a biomassa ¢ usada como matéria-prima para
produtos de alto valor (SCHULZE et al., 2014). A luz artificial fornece melhor regulacio da
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos e deve fornecer a energia necessarias para o
desenvolvimento de microalgas. Para este proposito, as lampadas fluorescentes,
particularmente aquelas com espectros de azul e vermelho aprimorados (lampadas brancas
fluorescentes frias), sio comumente utilizadas no cultivo (DARKO et al., 2014).

A intensidade da luz e o fotoperiodo escolhido afetam, diretamente, o cultivo de
microalgas. Se a iluminagdo de baixa intensidade, a fotossintese pode ndo ser eficiente, no
entanto, a luz excessiva gera radicais de oxigénio e pode causar fotoinibi¢ao (JAUBERT et al.,

2017). A limitagdao de luz e fotoinibicao sdo as duas fases, capazes de diminuir ou mesmo
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interromper o crescimento de microalgas. Na fase de limitagao de luz, o aumento da intensidade
da luz, aumenta o crescimento da microalga até a area de saturagdo da luz. A fotoinibi¢ao ocorre
em intensidades de luz superiores ao ponto de saturagdo. A irradiacdo intensiva danifica o
fotossistema II e diminui o crescimento de microalgas significativamente. Geralmente, os
fotoperiodos estudados sdo 12:12, 14:10, 16: 8 e 24:0 h de claro/escuro (DANESHVAR et al.,
2021; SINGH; SINGH, 2015).

O uso de fontes de luz possui custo, entdo sua melhoria em termos fotossintéticos
e de eficiéncia econdmica pode fornecer uma alternativa a ser utilizada nos cultivos de
microalgas. Nesse sentido, os diodos emissores de luz (LEDs) possuem longa duragdo, emitindo
luz monocromatica em varios comprimentos de onda (SCHULZE et al., 2014). Portanto, os
LEDs também podem ser aplicado para ajustar a composi¢cdo bioquimica da biomassa
produzida por microalgas por meio de comprimentos de onda Uinicos em diferentes intensidades

de luz e fotoperiodos (AMARO et al., 2020).

3.3.1 Diodos emissores de luz (LEDs) no cultivo de microalgas

Os LEDs sdo uma alternativa econdmica de luz, possuem alta durabilidade,
tamanho reduzido, ndo aquecem e ndo possuem materiais tOXicos em sua composi¢ao
(GLEMSER et al., 2016). LEDs sao semicondutores de estado sélido, que produzem luz com
um pico de emissdo estreito. Esta fonte de luz ¢ composta por semicondutores que, quando
energizados, emitem luz visivel monocromatica, produzida pelas interagdes energéticas do
elétron. A monocromaticidade que os LEDs apresentam, propicia melhor controle do fluxo de
fotons, o que pode interferir quantitativamente e qualitativamente na composi¢ao da biomassa
de microalgas (SCHULZE et al., 2014). Por isso, atrai aten¢do para seu estudo como fonte
energética em cultivos, onde podem ser avaliados diferentes intensidades da luz e cores. Assim,
essa fonte de luz, se torna uma alternativa a luz fluorescente, comumente utilizada, que diferente
dos LEDs, emite amplo espectro luminoso, entre 350 a 750 nm (MOSQUEDA; ANDREU;
AGUILAR, 2017).

A otimizagdo das condi¢des de iluminacdo ¢ um dos fatores-chave para atingir a
maior taxa de crescimento de microalgas. Intensidade de luz, comprimento de onda e
fotoperiodo sdo trés caracteristicas importantes da luz que podem afetar significativamente o
crescimento de microalgas em culturas fotossintéticas (AMARO et al., 2020). Em geral, a luz

vermelha fornece energia suficiente para a clorofila, para elevar um elétron ao primeiro estado
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excitado na antena de coleta de luz complexo. Em contraste, os fotons de luz azul tém
comprimentos de onda mais curtos e contém cerca de 40 % a mais de energia. Esses fotons de
alta energia podem elevar elétrons de pigmentos coletores de luz diretamente ao seu segundo
estado excitado, de onde os elétrons finalmente retornam ao seu estado fundamental apds terem
passado a energia para os componentes a jusante dos fotossistemas I e II, respectivamente.
Consequentemente, a luz azul tem papel regulador essencial para o crescimento e metabolismo
celular (GLEMSER et al., 2016; MATTHIIS et al., 1996).

Asuthkar et al. (2016) estudaram o efeito de diferentes comprimentos de onda de
luz no crescimento de Chlorella pyrenoidosa, em meio BG 11 durante 10 d. As cores verde
(450 lux), azul (1663 lux), vermelho (480 lux) e branco (1986 lux) foram avaliadas. A microalga
cresceu melhor sob luz azul (0,7 g L), em comparagio aos outros tipos de LEDs, e que também
produziu maior teor de lipidios (33,8 %). Shu et al., (2012) avaliaram a influéncia da exposi¢ao
a LEDs de diferentes cores no conteudo lipidico de Chlorella sp. A produtividade de conteudo
lipidico foi 4,17, 1,83 ¢ 7,40 mg L' h'l sob LED azul, verde e vermelho, respectivamente.

Rendodn, Roldan e Voroney (2013) cultivaram Chlorella vulgaris, com LEDs (150
pumol m™ s!) durante 15 d. A maior producdo de biomassa, 1,59 g L', foi obtida quando a
microalga foi exposta a luz branca. A produ¢do de biomassa sob luz azul, vermelha e vermelha
junto com azul foi 1,53 g L', 0,45 g L' e 1,27 g L'!, respectivamente. Duarte e Costa (2018)
estudaram a influéncia de LEDs azuis de diferentes intensidades no cultivo de Chlorella fusca
LEB 111 (50, 100 e 150 umol m™s™") para obtengdo de clorofila-a, clorofila-b e carotenoides.
Quando a intensidade do LED aumentou de 50 para 150 pmol m ?s™!, a biomassa acumulou até
4,5 e 2,4 vezes mais clorofilas e carotenoides, respectivamente.

Baba et al. (2012) no cultivo de Botryococcus braunii, observaram que sob LEDs
vermelhos, em 180 dias, houve uma mudanga da coloragdo para laranja-amarelo e isso pode ser
devido a maior propor¢do de carotenoides/clorofila. Fu et al. (2013) relataram que a qualidade
de luz ndo ¢ importante apenas para o crescimento celular, mas também para o acimulo de
carotenoides por Dunaliella salina. A possibilidade de combinar luz azul (470 nm) e luz
vermelha (660 nm) de intensidade 170 pE m?s! aumentou a concentragio em 0,6 mg L™ ! de
[-caroteno e luteina, em comparagdo aos cultivos com outras cores. No estudo de Guo e Fang
(2020) o contetdo de clorofila-a, clorofila-b e carotenoides em Chlorella pyrenoidosa foi de

8,4mg gl 64mgg!e3,6mgg! sobluzazul, respectivamente.
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3.4 CAMPOS MAGNETICOS

Os campos magnéticos (CM) correspondem a regido em que forgas magnéticas
atuam e podem ser classificados como uniformes, onde mantém a intensidade em determinado
local, continuos, onde a intensidade ¢ mantida ao longo do tempo e alternados, onde a
intensidade aplicada ¢ variavel (DINI; ABBRO, 2005). A unidade utilizada pelo sistema
internacional (SI) é o tesla (T) (BURNS; NACDONALD, 1975). Os CM podem ser
classificados como fracos (< ImT), moderados (1 mT — 1 T), fortes (1 T — 5 T) e ultra fortes
(>5 T) (DINI; ABBRO, 2005). Os CM podem ser gerados por imas ou correntes elétricas. A
interagdo entre campo e objeto pode ser diamagnéticas, quando o objeto € repelido pelo CM,
paramagnéticas quando o objeto ¢ atraido pelo CM ou ferromagnéticas, quando apds a
exposicao ao CM o objeto mantém o CM (GIANCOLI, 1998).

Existem trés mecanismos estabelecidos pelos quais os CM estaticos interagem com
os tecidos vivos. O primeiro ¢ a indugdo magnética, exercendo forgas sobre ions em movimento
na solucdo, como eletrdlitos, e ddao origem a campos e correntes elétricos induzidos
(KOWALCZUK et al., 1991). O segundo ¢ o efeito magnético-mecanico, onde CM uniformes
produzem tor¢des em certas moléculas e materiais ferromagnéticos (KIRSCHVINK, 1992). O
terceiro sdo as interagdes eletronicas, onde os CM podem causar mudancas nos niveis de
energia e orientar a rotagdo dos elétrons (REPACHOLI; GREENEBAUM, 1999).

CM sao capazes de causar efeitos em muitos sistemas bioldgicos e por isso, essa
técnica atrai ateng¢do para estimulagdo de culturas para aplicacdes em biotecnologia e
bioenergia. Os efeitos biologicos causados pelo CM podem ser inibitorios, nulos ou
estimulantes (HUNT et al., 2009). As for¢as magnéticas podem atuar de forma diferente nos
micro-organismos devido as suas variadas constitui¢cdes fisioldgicas e bioquimicas (TANG et
al., 2019). O mecanismo de eletroestimulacdo pode estar ligado a mudangas na membrana, uma
vez que durante a eletroestimulagdo ocorre o aumento dos fluxos na membrana plasmatica.
Também pode ocorrer a eletroativacao de alguns sistemas enzimaticos ou rotas metabodlicas que
estdo relacionados a alguns processos que acontecem em nivel de membrana. Os efeitos podem
ser diferentes de acordo com a intensidade, frequéncia e tempo de aplicacdo (FOLOGEA,
1998).

Diante disso, o CM, no organismo vivo, pode causar efeitos como estresse
oxidativo, ou seja, aumento na concentracao, atividade e tempo de vida dos radicais livres e,
também, pode causar alteracdes na atividade enzimatica e de proteinas, expressdo génica,

movimentos de elétrons e ions e crescimento celular (SAHEBJAMEI, ABDOLMALEKI;
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GHANATI, 2007; YANG et al.,, 2011) ¢ o aumento da atividade do fotossistema II em
microalgas (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2019).

Estudos vém relatando efeitos dos CM em micro-organismos. Motta et al. (2004)
observaram aumento de 2,5 vezes no crescimento celular e 3,4 vezes na concentragao de etanol
em cultivos de Saccharomyces cerevisiae DAUFPE-2012 com aplicacdo de CM por imas
(220 mT por 24 h). Santos et al. (2010) demonstraram aumento de 39,0 % na producdo de
glutationa com Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 com aplicagao de 25 mT por 16 h.

Zhou e Gao (2014) verificaram o aumento de 20 % na producdo de pigmento
vermelho e 36% do amarelo pelo fungo Monascus purpureus quando aplicado 0,4 mT por 8 d,
em comparagdo ao controle (sem o campo). Tang et al. (2019) verificaram 71,3 % maior
producdo de vitamina K2 e 86,8 % de biomassa, em comparagdo ao controle, pela bactéria
Flavobacterium sp. m1-14 quando exposta a 100 mT por 48 h, indicando ser um método
promissor para promover o crescimento bacteriano. Canli et al. (2011) estudaram a producao
de invertase, expondo a levedura Rhodotorula glutinis, em cultivo submerso a 7 mT, utilizando
bobina cilindrica com fio de cobre. A atividade enzimatica em 72 h com a aplicagdo do CM
aumentou em 38 % em comparagdo ao cultivo controle, sem a aplicacdo. Silva et al. (2020)
avaliaram a influéncia do CM (30 mT) durante o cultivo de Phaffia rhodozyma. Houve aumento
da concentragdo de biomassa em 12,8 %, produgado e produtividade de carotenoides em 59,4 %

e 99,3 %, respectivamente, indicando que o CM ¢ uma alternativa viavel e de baixo custo.

3.4.1 Campos magnéticos (CM) no cultivo de microalgas

Pesquisadores tém procurado alternativas para estimular o crescimento e producao
de biomoléculas de interesse a partir de microalgas, sendo uma dessas abordagens, a utilizagao
de CM no cultivo (HUNT et al., 2009). Com auxilio dos trabalhos encontrados na literatura,
podem ser observados resultados positivos em relacdo ao crescimento e produgdo de biomassa
com a aplicacdo de CM. Assim, o estudo de diferentes intensidades de CM, tempo de exposi¢ao
e espécies de microalgas se torna atrativo (DEAMICI et al., 2016). Li et al. (2007) relataram
que a exposi¢ao de Spirulina platensis a 250 mT aumentou a concentracao de células, em menor
tempo, € que esse comportamento pode estar associado ao aumento da absor¢do de nutrientes,
devido a mudanca na permeabilidade da membrana que o CM pode ter causado.

Small, Hiiner e Wan (2012) observaram mudancas na fotossintese e composicao
bioquimica quando Chlorela kessleri foi exposta a 10 mT. O aumento do estresse oxidativo e

do efeito de radicais livres pode ser o mecanismo que ocorre, fazendo com que o CM afete as
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microalgas alterando a concentracdo de radicais livres. Porém, os autores relataram que ¢
necessario um estudo mais aprofundado dos efeitos de CM sobre os niveis de radicais livres. O
Quadro 1 apresenta alguns estudos, além dos citados no texto, envolvendo CM em cultivo de
microalgas, com os parametros utilizados e os efeitos positivos decorrentes dessa aplicagao.

Deamici, Costa e Santos (2016) estudaram a influéncia de 30 e 60 mT, aplicado
durante 1 h d! e 24 h d"! no crescimento e composicdo da biomassa de Chlorella fusca. Com
60 mT aplicado por 24 h d’!, foi observado aumento de 20,5 % na concentragdo de biomassa e
24,8 % no teor de carboidratos em comparacgao ao cultivo sem a aplicagdo do CM. Wang et al.
(2008) aplicaram CM (10-50 mT) durante 12 h d™!, no cultivo de Chlorella vulgaris. Em ensaios
com a exposi¢do a 10-35 mT a taxa de crescimento especifico aumentou significativamente.
Nenhuma variagdo significativa no conteudo de carotenoides totais nas células foi observada
nos cultivos com CM. Luna, Alvarez e Rivero (2011) também aplicaram CM (30 mT) em
Chlorella vulgaris, durante 1 h d”!. O cultivo com CM apresentou concentragdo de biomassa
maxima em menor tempo, do que o cultivo sem a aplicagdo. A concentragdo de clorofila foi
menor com aplicacdo do CM e a de carotenoides ndo apresentou diferenca estatistica do cultivo
sem aplicacao do CM.

Bauer et al. (2017) aplicaram CM de diferentes intensidades (30 e 60 mT) e tempos
de exposicdo (24 h e 1 h d!) em cultivos de Chlorella kessleri em reator tubular. A intensidade
de 60 mT por 1 hd! aumentou 83,2 % 0 Xmax em comparagio ao cultivo controle (sem aplicacio
do CM), além de estimular a sintese lipidica em 13,7 %, de clorofila-a em 38,9 %, de clorofila-
bem 59,1 % e carotenoides em 25,0 %, indicando que os CM sdo uma alternativa para estimular
o crescimento celular e biomoléculas de interesse. Deamici, Santos e Costa (2019) observaram
que o uso de 30 e 60 mT por 1 h d! aumentou 34 % a produtividade e produziu 1,42 g L' de
biomassa de Chlorella fusca. Além disso, a taxa de biofixacdo de CO2 aumentou em 50 % com
60 mT por 1 hd'.

No cultivo de Chlorella fusca LEB 111, Deamici, Santos e Costa (2019) utilizaram
diferentes CM de 30 e 60 mT, durante 1 e 24 h d!. Os cultivos expostos a 1 h d!, nas duas
intensidades, tiveram maiores concentracdes de biomassa e 34 % mais produtividade no mesmo
tempo que o cultivo sem aplicacdo do CM. A taxa de biofixacdo de CO2 aumentou em 50 %
com 60 mT por 1 h d!, e o contetido de proteinas com 30 mT aumentou 56,2 %. Costa et al.
(2020) estudaram a aplicagao de diferentes intensidades (15, 30 e 60 mT) e tempos de exposi¢ao
(1 h d', 24 h d') de CM na producdo de lipidios e crescimento da microalga Chlorella
homosphaera. A aplicagio de 30 mT (1 h d"') aumento a concentragdo de biomassa em 20,6 %

e de 60 mT (1 h d') aumentou producdo de lipidios em 12,4 %, respectivamente. A
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produtividade lipidica aumentou em 108,4 % e 135,1 %, respectivamente, em comparacao ao
cultivo sem CM. Huo e colaboradores (2020) também relataram aumento na concentra¢ao de

biomassa (15 %) da microalga filamentosa Tribonema sp. utilizando 30 mT durante todo o

cultivo.

Quadro 1 - Estudos sobre aplicagcdo de campos magnéticos no cultivo de microalgas

Intensidade
Tempo
Microalga do CM Efeito positivo Referéncia
aplicado (h)
(mT)
Pigmentos, _
Anabaena Singh et al.
300 1-6 carboidratos e
doliolum (1994)
proteinas
Spirulina Proteinas e
251-402 24 _ _ Guo et al. (2002)
platensis aminoacidos
Aminoécidos
Spirulina o )
250 3 essenciais e Lietal. (2007)
platensis ‘
oligdmeros
Scenedesmus 11,5 % no teor de
100 2 Tu et al. (2015)
obliquus clorofila-a
Spirulina o Shao et al.
30 3,6e12 Diminui¢do Cd2"
platensis (2018)
Aumento de )
Chlorella Menestrino et al.
30 24 biomassa e
minutissima _ (2020)
carboidratos
Spirulina Aumento de Veiga et al.
60 24
platensis biomassa (2020)
Nannochloropsis Maior produtividade
20,30 e 40 24 o Chu et al. (2020)
oculata lipidica
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MICRO-ORGANISMOS E MEIO DE CULTIVO

A microalga Chlorella fusca LEB 111 pertence ao banco de cepas do Laboratdrio
de Engenharia Bioquimica (LEB) da FURG. O meio de cultivo BG 11 foi utilizado nos ensaios
e contém (g L): NaNO; (1,5); KxHPO4.7H20 (0,04); MgS04.7H20 (0,075); CaCl,.2H,O
(0,036); CsH11FeNO7 (0,006); C10H14N2Na205.2H (0,001); Na2COs (0,02); C¢HsO7 (0,006) e
solugdo As+Co (1 mL L. Solugdo As+Co contém (g L™'): H:BOs (2,86), MnCp2.4H,0 (1,81),
ZnS04.7H20 (0,222), NaMoO4 (0,015), CuSO4.5H20 (0,079) e Co(NO3).6H20 (0,0494)
(RIPPKA et al., 1979).

4.2 CONDICOES DE CULTIVO

Os cultivos foram feitos em duplicata, em fotobiorreatores tubulares verticais de
acrilico de 1,8 L (volume util de 1,5 L), a 30°C, concentrag¢do do inéculo de 0,3 g L™, mantidos
com agita¢do continua utilizando inje¢ao de ar comprimido (0,5 vvm) filtrado em filtro de 12 de

vidro durante 15 d (MORALIS; COSTA, 2007).

43 APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS E DIFERENTES FONTES DE LUZ NOS
CULTIVOS

Os CM foram gerados por imas de ferrite, com intensidade média de 30 mT (150 x
50 x 10 mm). Em cada fotobiorreator tubular foram acoplados dois imas na parte externa,
dispostos a 180° um do outro. Os imis foram aplicados durante 1 hd' e 24 h d’!, a fim de
avaliar a influéncia do tempo de aplicagao.

LEDs azuis na intensidade de 100 pmol m s! foram utilizados como fonte de luz
em alguns ensaios (DUARTE; COSTA, 2018). As fitas foram dispostas em uma estrutura de
aluminio acoplada na estufa (Figura 4*). A Figura 4b apresenta a ilustracdo do fotobiorreator
utilizado. A Tabela 1 apresenta os parametros utilizados durante os cultivos, sendo o
fotoperiodo de 24:0 h luz ligada/desligada.

Cultivos com a aplicacdo dos CM e luz fluorescente (100 pmol m™ s™!) foram feitos,
a fim de verificar os efeitos que podem ser causados pela mudanga da fonte de luz. As lampadas
fluorescentes estavam acopladas na porta da estufa termostatizada, a uma distancia de 10 cm

do fotobiorreator.
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Figura 4 — (a) Diodos emissores de luz (LEDs) azuis dispostos na estufa termostatizada e (b)

ilustragao dos fotobiorreatores, medidas em milimetros, utilizados para realizacao dos cultivos
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Fonte: Morais e Costa (2007)

Tabela 1 — Pardmetros para realizagdo dos cultivos

Tempo de aplicac¢io do Fonte de luz
Cultivo
campo magnético (hd ™) (100 umol m? s
FC X Fluorescente (Controle)
LC X LEDs azuis (Controle)
FCM 1 hd! 1 Fluorescente
FCM 24 h d! 24 Fluorescente
LCM 1 hd! 1 LEDs azuis
LCM 24 h d! 24 LEDs azuis

4.4 RECUPERACAO DA BIOMASSA DO MEIO LIQUIDO

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recuperada do meio liquido por centrifugacao
(HITACHI, himac CR-GIII, Japao) (9690 x g; 20 °C; 20 min), ressuspendida em agua destilada
e novamente centrifugada (9690 x g; 20 °C; 10 min) para remog¢ao dos sais do meio de cultivo.

A biomassa centrifugada foi seca em estufa a 35 °C por 48 h. Apos, foi feita a caracterizagao

quanto ao teor de proteinas, lipidios e carboidratos.
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4.5 DETERMINACOES ANALITICAS

4.5.1 Determinacio da concentracio da biomassa e pH

A concentracdo de biomassa foi determinada diariamente mediante a leitura da
densidade o6tica das culturas em espectrofotdmetro (670 nm), a partir de curva padrao
correspondente (Apéndice- Figura A1), que relaciona a densidade otica e a biomassa seca.

O pH dos cultivos foi avaliado diariamente por meio da leitura direta em pHmetro

digital.

4.5.2 Conteudo de clorofilas e carotenoides totais

As determinagdes das concentracdes de clorofila-a, clorofila-b e carotenoides totais
na biomassa foram feitas a cada 3 d. Para tal, 7 mL de amostra foram retiradas dos cultivos e a
extracdo foi realizada utilizando acetona como solvente. Os extratos foram lidos em
espectrofotometro UV-Vis (QUIMIS Q798DRM, Diadema— SP) para determinacdo de
clorofila-a (663 nm) e clorofila-b (645 nm) e foram calculadas conforme as Equacdes 1 e 2,
respectivamente (LICHTENTHALER, 1987). Para determinagdo do teor de carotenoides, o
sobrenadante obtido na etapa de extragdo feita anteriormente foi submetido ao processo de
saponificagao com solucao de KOH 10 %. Posteriormente, foi feita a leitura da absorbancia no
Amax do B-caroteno (450 nm — Apéndice- Figura A2) em éter de petroleo e calculada conforme
a Equacdo 3 (BEZERRA et al., 2019; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004). Nas equacdes Ca:
conteudo de clorofila-a total; Cy: contetido de clorofila-b total ¢ Ci: conteudo de carotenoides;
A: Absorbancia em determinado comprimento de onda; 25592: Coeficiente de absor¢do do f3-

caroteno em éter de petroleo.

C,(mg g”!' de biomassa)=11,24A¢; - 2,04A445 (1)

C,(mg g™ de biomassa)=20,13A¢4s — 4,19A3 ()

A450 X Vamostra X104
25592 x Mymostra

C, (mg g! de biomassa)= 3)



42

4.5.3 Caracterizacio da Biomassa

A biomassa obtida apos os cultivos foi analisada quanto ao teor de umidade,
proteinas, carboidratos e lipidios. Para realizacao das determinagdes de proteinas e carboidratos
foi necessario preparar extratos ndo clarificados de biomassa. Estes extratos foram obtidos a
partir de 5 mg de biomassa seca ¢ 10 mL de agua destilada, que foram sonicados em sonda
ultrassonica (COLE PARMER, CPX 130, EUA) por 10 min, em ciclos de 59 s (59 s ligada e
59 s desligada). Apos o tratamento ultrassonico obteve-se uma suspensao de biomassa, a qual

foi utilizada nas determinagdes de carboidratos e proteinas.

4.5.3.1 Determina¢do do teor de umidade

O teor de umidade (%) foi determinado pela metodologia oficial descrita pela

Official Methods of Analysis - AOAC (2000).

4.5.3.2 Determinagdo do teor de proteinas

O teor de proteinas na biomassa foi determinado por método colorimétrico de
Lowry et al. (1951), utilizando curva padrido de albumina de soro bovino. Foram adicionados
0,5 mL dos extratos ndo clarificados da biomassa e 0,5 mL de NaOH 1 mol L™, que foram
aquecidos (100 °C por 5 min) e ap0s resfriados por 10 min. Apds, foram adicionados 2,5 mL
da solucdo que continha NaxCO3; 5 % (m v'!), tartarato de sédio e potassio 1 % (m v'),
CuS04.5H20 0,5 % (m v'!') e 0,5 mL de Follin-Ciocalteau 1 mol L', Os tubos foram mantidos

por 30 min no escuro e apos, foi feita leitura da transmitancia em espectrofotdmetro a 750 nm.

4.5.3.3 Determina¢ao de carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-sulfurico descrito por
Dubois et al. (1956), utilizando curva padrao de glicose. Para isso, I mL do extrato de biomassa
e 1 mL da solugdo fenol 5 % (v v'!) foram agitados, adicionado 5 mL de H>SO4 e apds
novamente agitados. O meio reacional permaneceu em repouso por 10 min e depois foram
resfriados por 20 min, para parar a reagdo com o 4cido. Transcorrido este tempo, as

transmitancias das amostras foram lidas em espectrofotometro a 488 nm.
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4.5.3.4 Determinacdo do teor de lipidios

Os lipidios foram determinados a partir da metodologia descrita por Marsh;
Weinstein (1966), utilizando curva padrao de tripalmitina. Um extrato com 10 mg de biomassa
seca, 5 gotas de solucdo de cloroformio:metanol (1:2) e esferas de vidro foi preparado. O extrato
foi aquecido a 60 °C, apds centrifugado e adicionado ao sobrenadante 3,5 mL de
cloroféormio:metanol. Apds, o sobrenadante foi centrifugado e o procedimento foi feito trés
vezes.

Para quantificagdo do teor lipidico foi adicionado em cada um dos extratos 1,5 mL
de cloroformio e 1,5 mL de agua destilada para a separacao das fases. O extrato foi centrifugado
(3000 rpm por 10 min), a fase apolar foi separada da fase polar e filtrada utilizando papel filtro.
O extrato lipidico foi evaporado em rotaevaporador, ressuspendido em 3 mL de cloroféormio e
dividido em 3 aliquotas de 200 pL. Para separar o solvente, os tubos foram aquecidos a 60 °C
sob vécuo, depois 2 mL de solucdo de H2SO4 foi adicionado aos extratos que foram aquecidos
a 200 °C por 15 min. Apos a reacdo foi parada com banho de gelo e as amostras lidas em

espectrofotometro a 375 nm.

46 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO

Nos cultivos foram determinadas produtividade maxima (Pmax), velocidade
especifica maxima de crescimento (Umiax) € concentracdo de biomassa maxima (Xmax). As
produtividades (P, g L' d ') em cada dia de cultivo foram calculadas de acordo com a Equagdo
P = (X — Xi)/t, onde, X (g L"), a concentracdo de biomassa no tempo t; Xi a concentragio de
biomassa inicial (g L) e t o tempo. O valor de Pmax corresponde ao maior valor encontrado
entre as produtividades calculadas.

A velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € a velocidade na fase
exponencial de crescimento e foi obtida por regressdo exponencial na fase logaritmica de
multiplicagdo celular. O tempo de geragdo (tg = In2/pumax) corresponde ao tempo necessario para
que ocorra a duplicacdo celular (BAILEY; OLLIS, 1986).

Os resultados dos parametros de crescimento e concentracdo de biomoléculas dos
cultivos controles, e cultivo com CM foram comparados utilizando a Equagdo 4 (DEAMICI et

al., 2016).
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Il:% X 100 (4)
C

Nesta 1) € a eficiéncia de aplicacdo de CM e relaciona as respostas obtidas nos cultivos

com CM (Ccm) com as respostas nos cultivos controle (Cc).

4.7 EFICIENCIA ENERGETICA DO CONSUMO DE ENERGIA

As eficiéncias econdmicas das diferentes fontes de luz foram avaliadas com base
no custo do consumo de energia e na concentragdo de biomassa e biomoléculas produzidas. A
Equacdo 5 (LOGANATHAN et al. 2020) foi utilizada para avaliar a eficiéncia econdmica.
Onde: E. ¢ a eficiéncia econdmica, C, e Co € a concentragdo do composto analisado no diat e
dia 0, k é o custo por unidade de eletricidade consumida (R$ W). Foi utilizada a média de
preco da energia no estado do Rio Grande do Sul (R$ 0,55 kwh), nos meses em que os cultivos
foram feitos; T € o tempo em dias e P ¢ a energia fornecida pela fonte de luz com base nas

informacgdes cedidas pelo fornecedor (W). Para LEDs azuis ¢ de 12 W e fluorescente de 40 W.

_ Ca-Co
€ kxT,xP

(5)
4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos ensaios foram avaliados por meio de Andélise de

Variancia, seguido pelo teste de Tukey, com intervalo de confianca de 95 % (p=<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONCENTRACAO DA BIOMASSA, PARAMETROS CINETICOS E pH

Na Figura 5 estdo apresentadas as concentragdes de biomassa, durante 15 d de

cultivo de Chlorella fusca LEB 111, com (a) LEDs azuis e (b) luz fluorescente, com e sem

aplicagdao de CM.

Figura 5§ — Concentracao de biomassa no cultivo de Chlorella fusca LEB 111, utilizando (a)
diodos emissores de luz (LEDs) azuis (L) e (b) luz fluorescente (F) nos cultivos controle (C) e
com aplicagio de campo magnético (CM) em 1 e 24 hd!
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Em toda as condig¢des estudadas, houve o crescimento e nenhum cultivo apresentou
fase de adaptacao. Todos cultivos com luz fluorescente apresentaram crescimento superior aos
cultivos com LEDs azuis, com concentragao final cerca de 40 % maior. Nos cultivos com luz
fluorescente, houve decréscimo na concentragao de biomassa do cultivo controle, entre o 12° ¢
15° dia de cultivo, comportamento ndo observado nos outros ensaios. Nos cultivos com luz
fluorescente, entre o 6° e 12° dia, no cultivo com CM 24 h d”!, notou-se menor crescimento,
quando comparado ao cultivo controle e com CM 1 h d'. Wang et al. (2008) também
observaram decréscimo na concentragdo no 12% dia de cultivo de Chlorella vulgaris e relataram
que isso ndo ocorreu no cultivo com aplicacdo de CM. Os autores observaram aumento na
concentracao de biomassa e maior incidéncia de espécies reativas de oxigénio, em comparagao

ao controle, indicando que o CM pode regular o seu sistema de defesa antioxidante para

proteger as células.
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Nos cultivos com LEDs azuis, houve maior crescimento no cultivo controle, sem
utilizagio do CM. Ou seja, a aplicagdo do CM durante 1 h d™! e 24 h d”! inibiu o crescimento da
Chlorella fusca LEB 111, com esta fonte de luz. Ko¢ e Anderson (2013) no cultivo com
Chlorella kessleri também obtiveram maior concentragdo de biomassa no cultivo com luz
fluorescente, quando comparado ao cultivo com LEDs azuis e atribuiram isso a maior tamanho
de célula nos cultivos com LED. Kim et al. (2014) comentaram que com a luz azul, as células
tendem a ser maiores, o que acaba comprometendo a divisdo celular, devido a maior expressao
de um gene inibidor de crescimento (minD), além de aumentar a concentracao de espécies
reativas de oxigénio.

O CM pode causar danos na célula de microalgas, dependendo da intensidade e
do tempo que vai estar exposta, devido ao aumento nos radicais livres (SMALL; HUNER,;
WAN, 2012; WANG et al., 2008), o que pode ter causado decréscimo no crescimento da
microalga com LEDs azuis ¢ CM. A aplicagdo de CM pode promover alteragdes no ciclo
celular, na sinalizacdo do fator de crescimento e na transcricdo do DNA, afetando, portanto, os
parametros cinéticos e a viabilidade celular (ALBUQUERQUE et al., 2016). Além disso, Geada
et al. (2018) comentaram que a eficiéncia do CM tem relacdo com o didmetro da célula, devido
as menores conseguirem concentrar a forga do CM em seu interior, levando a mudancgas. Kim
et al. (2014) relataram que o tamanho da célula de Chlorella vulgaris cultivada sob LEDs azuis
teve aumento de 60-70 % no diametro.

A Tabela 2 apresenta os parametros de crescimento para os cultivos de Chlorella fusca.
A concentragdo méaxima obtida foi 2,54 g L' no cultivo com luz fluorescente e aplicacdo de
CM durante 1 h d''. Essa concentragio é igual, estatisticamente, as outras obtidas com a mesma
fonte de luz. Devido a isso, foi observado que o tempo ¢ a intensidade do CM, ao qual o cultivo
foi exposto, ndo causou estimulo, nem inibi¢do no crescimento celular, apresentando efeito
nulo. Embora, ndo houve diferenca estatistica entre os valores de Xmax, nesses cultivos, 0 Pmax
obtido no cultivo controle (0,24 g L d!), sem aplicacdo do CM foi estatisticamente diferente
dos demais cultivos.

Estudos de Rai, Gautom e Sharma (2015) e Chandra, Amit e Ghosh (2019)
obtiveram Xmax de 0,82 g L' (15d) e 1,04 g L' (9 d) para as microalgas Chlorella sp e Chlorella
minutissima, respectivamente. Ambos utilizaram luz fluorescente e fotoperiodo de 24/0 h,
assim como este trabalho. Esses valores sdo, aproximadamente, 67 ¢ 58 % menores do que o
maior Xmax obtidos nos cultivos com luz fluorescente. O primeiro estudo utilizou intensidade

menor, de 40 pmol m™ s2, enquanto o segundo foi 120 umol m? 52, o que pode ter levado ao
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menor Xmix. As produtividades desses estudos foram de 0,05 g L' d' e 0,11 g L' d,

respectivamente.

Tabela 2 — Parametros de crescimento para os cultivos de Chlorella fusca LEB 111 com
diodos emissores de luz (LEDs) azuis e luz fluorescente com aplicagdo de campo magnético
(CM) de 30 mT em 1 e 24 h d"! e cultivos controle
Ensaio Xmix (g L) Pmiax (g L1 d1) Mmix (d) tg (d)

LEDs azuis
Controle 1,54*+£0,05(15d)  0,14°<0,01  0,19°<0,01 3,43*+0,28
CM1hd' 073°+£0,10(15d)  0,06°+0,02  0,13*<0,01 5,14*+0,09
CM24hd' 0,98+0,02(15d)  0,07°<0,01  0,14°<0,01 5,05*+0,25

Fluorescente
Controle 2,382+ 0,09 (15 d) 0,24*< 0,01 0,25<0,01 2,73*+0,11
CM1hd! 2,54* £ 0,06 (15 d) 0,21°<0,01 0,29+ 0,08 2,49+ 0,68
CM 24 hd! 2,28*+ 0,05 (13 d) 0,20°< 0,01 0,24*<0,01 2,91*+0,06

Os ensaios foram comparados, estatisticamente, entre os cultivos com a mesma fonte de luz. Letras minusculas
diferentes na mesma coluna correspondem a diferencas significativas (p< 0,05), pelo teste de Tukey para cada
parametro. Xmsx— Concentra¢do de biomassa maxima; Pmsx — Produtividade maxima; pmax — Velocidade especifica

maxima de crescimento e tg — Tempo de gerag@o.

Deamici et al. (2016) cultivaram Chlorella fusca LEB 111 com CM por 1 e 24 h d,
também em reator tubular, meio BG 11 e luz fluorescente, porém com fotoperiodo de 12/12 h
e intensidade de 60 pmol m? s, Xmax de 1,65 g L (Pmax de 0,14 g L' d!) foi obtido no cultivo
com CM por 1 hd™!, mas que ndo diferiu estatisticamente do CM por 24 h d”! e controle, mesmo
comportamento obtido neste estudo. O Xmax obtido neste trabalho, em condi¢des semelhantes,
foi 2,54 g L. Entretanto, neste estudo foi utilizado fotoperiodo continuo e maior intensidade
luminosa. Wahidin, Idris e Shaleh (2013) estudaram diferentes intensidades de luz fluorescente
em Nannochloropsis sp. € observaram que o crescimento foi menor com a intensidade de luz
menor de 50 umol m? s, enquanto a intensidade de 100 pmol m™ s proporcionou maior
crescimento.

Nos cultivos com LEDs azuis, 0 Xmax obtido foi 1,54 g L' com Pmax de 0,14 g L d!, no
cultivo controle. Com aplicagdo de CM durante 1 e 24 h d™!, 0 Xmax foi 0,73 € 0,98 g L,
respectivamente, havendo diferenga significativa entre todos cultivos e demonstrando que o

CM inibiu o crescimento da microalga. Nao ha na literatura, estudos que avaliem, em conjunto,
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LEDs e CM. Bauer ¢ colaboradores (2017) observaram diminui¢ao no Xmsx no cultivo de
Chlorella kessleri quando aplicado CM por 24 h d™.

Khalili et al. (2015) cultivaram Chlorella sp. FC-21 com meio BG 11 em
Erlenmeyer com fitas de LEDs azuis em volta (110 pmol m? s™), com fotoperiodo de 16:8 h e
conseguiram Xmax de 0,8 g L' em 8 d ¢ Pmsx de 0,010 g L' d”'. Esse valor é menor do que o
obtido no cultivo controle, em 8 d. Com intensidade mais alta, de 150 pmol m™ s, Rendon,
Roldan e Voroney (2013), obtiveram Xmax de 1,53 g L' (15 d) € Pmax de 0,10 g L' d"! no cultivo
de Chlorella vulgaris, com exposi¢ao continua a LEDs azuis. Deve ser observado que estes
estudos foram feitos com outras cepas de Chlorella, além de diferente intensidade luminosa e
fotoperiodo. Como as respostas das microalgas dependem das condigdes as quais sdo expostas,
esses fatores influenciam diretamente nas respostas obtidas.

Em relacdo a velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) € tempo de
geracdo (tg), nos cultivos com luz fluorescente ndo teve diferenca significativa entre as
condi¢des estudadas. O pmax ficou na faixa de 0,24-0,29 d!' e o tg em 2,49-2,91 d. Deamici,
Santos e Costa (2019) para a mesma cepa, fotoperiodo 12:12 h e luz fluorescente, obtiveram
tmax de 0,12 d™! nos cultivos com CM (30 mT, 1 hd!, 24 hd') e 0,14 d"! sem aplicagdo. O tg
obtido ficou na faixa de 5-5,9, cerca de 50 % maior do que o obtido neste trabalho, para a
mesma fonte de luz. A eficiéncia do CM nos parametros cinéticos obtidos dos cultivos estao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Eficiéncia da aplicagdo do campo magnético (CM) de 30 mT nos parametros
cinéticos obtidos dos cultivos de Chlorella fusca LEB 111, utilizando fonte de luz
fluorescente e diodos emissores de luz (LEDs) azuis

Ensaio Xmix (L) Pmax(gL1d?) Wmax (d1) tg (d)
LEDs azuis
1hd! -52,6 % -56,6 % -33,4% +49,8 %
24 hd! -36,4 % -51,8 % -32,1 % +47,0 %
Fluorescente
1 hd! NS -10,2 % NS NS
24 hd! NS -15,0 % NS NS

(+) Aumento da resposta avaliada por comparacdo com o cultivo controle; (-) Diminui¢@o da resposta avaliada por
comparagdo com o cultivo controle; NS — ndo significativo (p=>0,05) quando comparado ao cultivo controle.

Xmax — Concentragdo de biomassa maxima; Pmsx — Produtividade méaxima; pmsx — Velocidade especifica maxima
de crescimento e tg — Tempo de geragao.
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Com LEDs azuis, os cultivos com CM, tiveram diferenga estatistica do cultivo
controle. O maior wmax (0,19 d!) foi no cultivo controle e consequentemente o menor tg, sendo
que com CM foram cerca de 30 % maior do que para o cultivo controle. Choi et al. (2013)
obtiveram pmix de 0,27 d!' e tg de 2,57 d, no cultivo de Chlorella sp. com LEDs azuis,
intensidade de 165 umol m™ s™. O valor mais promissor de tg obtido com luz fluorescente, foi
27 % menor que o obtido com LEDs azuis. Isso demonstra que o cultivo com luz fluorescente
precisou de menos tempo para dobrar o valor da concentracao de biomassa, quando comparado
ao cultivo com LEDs azuis.

Em todas as condicdes estudadas, em que houve diferenga estatistica, o CM inibiu
o crescimento da microalga e nos cultivos com LEDs azuis a inibi¢ao foi maior. Portanto, se o
objetivo for a producdo de biomassa, seria vantajoso utilizar a fonte de luz fluorescente. Embora
nao tenha diferenca estatistica entre as maiores concentragdes obtidas nos cultivos com essa
fonte de luz, o cultivo controle atingiu o Xmax em 13 d e apresentou produtividade maior
(p<0,05). Com isso ha diminui¢do de 2 d de cultivo, ndo sendo necessaria a aplicagdo do CM.
A Figura 6 apresenta o monitoramento do pH dos ensaios, durante os 15 d de cultivo de

Chlorella fusca.

Figura 6 — pH dos cultivos de Chlorella fusca LEB 111 utilizando (a) diodos emissores de luz
(LEDs) azuis (L) e (b) luz fluorescente (F) nos cultivos controle (C) e com aplicacao de
campo magnético (CM)em 1 e 24 h d’!
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O pH dos cultivos variou de 8,5 até 10,9. Nos cultivos com luz fluorescente (Fig.
6a) o pH no cultivo controle aumentou a partir do 9° dia. A microalga utilizada neste trabalho

apresenta resisténcia a alcalinidade, pois foi isolada das lagoas de estabilizacdo de cinzas,
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proximas a Usina Termelétrica Presidente Médici, cujo pH ¢ proximo de 9,8 (DEAMICI et al.,
2016). Pode ser observado, na Figura 6b que nos dias finais do ensaio controle, com luz
fluorescente, enquanto houve decréscimo da concentragao, ocorreu aumento no valor de pH.
Ho et al. (2014) comentaram que a variagdo do pH em culturas de microalgas ocorre devido ao
consumo de substratos, solubilizagdo e consumo do didéxido de carbono, e a degradacdo de
metabolitos produzidos. Logo, o aumento que ocorreu no ensaio Fluorescente controle pode ter

levado a inibi¢ao do crescimento celular, devido ao estresse causado no meio.

52 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

A sintese e o acimulo das macromoléculas pelas microalgas sdo afetados pelas
condi¢des de cultivo as quais sdo expostas. A Tabela 4 apresenta a caracterizagdo da biomassa,

quanto ao teor de carboidratos, lipidios e proteinas.

Tabela 4 — Caracterizagdo da biomassa dos cultivos de Chlorella fusca LEB 111, com e sem
aplicagiio de campo magnético (CM) com intensidade de 30 mT, durante 1 ¢ 24 h d'!

Ensaio Carboidratos (%) Lipidios (%) Proteinas (%)
LEDs azuis
Controle 15,4*+ 1,36 20,2+ 1,26 54,82+ 0,92
CM1hd! 14,18 + 0,47 24,0+ 1,10 52,0°+ 0,38
CM 24 hd! 14,4* + 0,68 19,4+ 0,08 56,4*+0,27
Fluorescente
Controle 32,7+ 0,37 29,32 £ 0,23 30,6°+ 0,66
CM1hd! 35,32+ 0,38 22,0°+ 1,80 40,5+ 0,25
CM 24 hd! 27,1°+0,81 31,1+ 1,61 45,7 + 0,04

Valores em base seca (g g'). Letras minusculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferengas
significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey para a mesma resposta e fonte de luz. LEDs: Diodos emissores de luz.

O CM nao modificou a composi¢ao da biomassa nos cultivos com LEDs azuis, mas
modificou nos cultivos com luz fluorescente. Como pode ser visto, na Tabela 4 com aplicagao
de 1 h d!, o teor de carboidratos ndo foi afetado, porém o teor de lipidios foi inibido e de
proteina estimulado. A eficiéncia do CM para lipidios e proteinas, nessa condi¢ao, foi de -24,7

% e +32,5 %, respectivamente. Ja o CM aplicado por 24 h d! inibiu os carboidratos, teve efeito
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nulo no teor de lipidios e estimulou a producdo de proteinas. A eficiéncia do CM para
carboidratos e proteinas, nessa condi¢do, foi de -17,1 % e +49,3 %, respectivamente.

Pesquisas com CM apresentam respostas diferentes, de acordo com tempo,
intensidade aplicada e fatores envolvidos no meio de cultivo. As células das microalgas
possuem componentes suscetiveis a mudangas com a aplicagdo de CM. Como, em geral, todas
as reagdes metabolicas sdo baseadas nas diferencas de cargas elétricas e ions, isso pode
contribuir para mudangas na producao de metabolitos ¢ macromoléculas induziveis pelo CM
(SANTOS et al., 2017; TENG, 2005; YANG et al., 2011).

O conteudo lipidico chegou a 31,11 % (luz fluorescente), que pode ser devido a
exposicdo a luz continua (24:0 h). Cassuriaga et al. (2018) caracterizaram a biomassa dos
cultivos com Chlorella fusca LEB 111 com luz fluorescente e diferentes fotoperiodos. O maior
teor lipidico (20,5 %) foi obtido no cultivo em que a microalga foi mais exposta a luz (18:6 h).
Estudos como o de Ali et al. (2020) e Xu; Ibrahim; Harvey (2016) indicaram que o excesso de
luz pode aumentar o conteudo de lipidico.

Aplicacdo do CM, promoveu o acumulo de proteinas, nos cultivos com luz
fluorescente. Costa et al. (2020) observaram estimulacdo da sintese de lipidios com a mesma
intensidade e tempo de aplicacdo em Chlorella homosphaera. Huo et al. (2020) também
relataram que o CM aumentou o teor de lipidios em Tribonema sp. Ja Bauer et al. (2017) com
Chlorella kessleri e utilizando luz fluorescente e 30 mT (1 e 24 h d!) também observaram
aumento do teor de proteinas. As respostas diferentes podem ter ocorrido devido as diferencas
no meio de cultivo, que influenciam diretamente na composi¢ao da biomassa. Deamici, Santos
e Costa (2021), com a mesma cepa de Chlorella fusca, fotoperiodo 12:12 h, luz fluorescente
(81,3 um? s, aplicaram 25 mT. O teor de proteinas quando aplicado CM durante 1 h d!
(35 %) foi maior em relagdo ao cultivo sem aplicagdo (28 %). Isso corresponde a eficiéncia, do
CM 1hd'de26,7 %, enquanto a obtida neste trabalho foi 35,5 %.

Small, Hiiner e Wan (2012) observaram que, no cultivo de C. kessleri, o CM de 10
mT aplicado por 24 h d"! aumentou 8 % no teor de carboidratos (42,0 %) e proteinas (32,3 %).
Pode ser observado, na Tabela 5, que o CM diminuiu 17 % a concentragdo de carboidratos e
aumentou 49, 3 % a de proteinas, também em 24 h d"!. Uma hipétese para essa maior produgio,
é a diferenca na intensidade do CM, que neste trabalho foi maior. Luna, Alvarez e Rivero (2011)
também relataram efeito positivo ao aplicarem 30 mT, durante 24 h d!, no teor de proteinas.

A estratégia de gerenciamento de luz pode ser usada para aumentar a biomassa de
microalgas, no entanto, a resposta do metabolismo das algas a diferentes qualidades de luz e

sua interagdo com outros fatores ambientais nao ¢ uniforme (SCHULZE et al., 2014). O teor de
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carboidratos nos cultivos com LEDs azuis foi 14-15 %, mostrando que houve menor acumulo
dessa macromolécula do que nos cultivos com luz fluorescente (p<0,05). Estudos com
Chlorella sp. investigaram os efeitos de espectros de luz na composi¢ao da biomassa e relataram
que nos cultivos com luz vermelha ocorreu maior acimulo de carboidratos (CHONG et al.,
2019; Ll et al., 2019). A luz vermelha pode aumentar a concentragdo de enzimas relacionadas
a fixacdo de carbono através do sistema fitocromo, levando ao acimulo de carboidratos (YUAN
et al., 2020).

As pesquisas sugerem que a luz vermelha ¢ adequada para a producao de
carboidratos, enquanto a azul é para lipidios, quando comparadas as cores de LEDs. Embora
neste estudo, a luz fluorescente tenha acumulado maior teor lipidico (p<0,05), conforme a
Tabela 5, os valores obtidos com LEDs azuis estao proximos aos relatados em estudos com essa
mesma fonte de luz. Os teores de lipidios, nos cultivos com essa fonte de luz, ficaram entre 19-
24 %. Duarte e Costa (2018) obtiveram teor de lipidios, similar, de 23,0 %, no cultivo de
Chlorella fusca LEB 111 com LEDs azuis (100 pmol m™ s!) e fotoperiodo 24:0 h. Atta et al.
(2013) com Chlorella vulgaris e utilizando mesmo fotoperiodo e intensidade de LEDs azuis,
em 10 d de cultivo, obtiveram teor de lipidios similar a este trabalho (20,8 %) e descreveram
que ndo houve diferenca significativa para o cultivo com luz fluorescente.

A biomassa dos cultivos com LEDs azuis acumulou maior teor de proteinas (52-56
%) do que os cultivos com luz fluorescente (p<0,05). Li e colaboradores (2021) verificaram em
cultivos de Chlorella vulgaris com diferentes cores de LEDs que o teor de proteinas aumentou,
enquanto o de lipidios diminui, quando expostos a LEDs azuis, e indicaram que esse
comportamento pode ter sido causado pela influéncia da luz azul na sintese de proteinas. A
divisdo celular e o tamanho da célula das microalgas afetam a sintese de proteinas. De acordo
com Cookson et al. (2009) o teor de proteinas de microalgas diminui, apds a divisdo celular.
Isso indica que alta taxa de divisdo pode resultar em menores teores de proteinas. Como ja foi
relatado também que a luz azul inibe a divisdo celular e aumenta o tamanho das células de
microalgas, pode ser que em certa intensidade de luz, uma taxa de crescimento relativamente
lenta com divisdo retardada e tamanho de célula grande pode induzir maior sintese e acumulo
de proteinas. Por isso, a luz azul pode promover o aumento do conteudo de proteinas, conforme
observado neste estudo.

Com estes resultados da caracterizagdo da biomassa de Chlorella fusca LEB 111, ¢
possivel concluir que dependendo do objetivo final, a escolha da fonte de luz ¢ um fator
importante. Para maior acimulo de carboidratos e lipidios, cultivos com luz fluorescente devem

ser feitos. Ja com objetivo de atingir maior teor de proteinas, LEDs azuis sdo mais eficientes,
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entretanto se for utilizar a luz fluorescente, a aplicagio do CM em 1 ou 24 h d"! pode aumentar
o teor desta macromolécula. Com exce¢do do conteudo proteico produzido com luz
fluorescente, o CM nao teve influéncia, logo nao seria necessaria sua aplicacao para as outras

macromoléculas, independente da fonte de luz.

5.3 PIGMENTOS
5.3.1 Clorofila-a e clorofila-b

A Figura 7 apresenta as concentracdes e produtividade de clorofila-a para os
cultivos de Chlorella fusca LEB 111, com LEDs azuis e luz fluorescente. Os cultivos com LEDs
(Fig. 7a) apresentaram concentra¢do de 4,20 a 16,13 mg g !, enquanto os com luz fluorescente
(Fig. 7b) de 4,72 a 12,30 mg g'. No cultivo com LEDs azuis a menor concentragio foi no
cultivo controle. Com essa fonte de luz e CM (24 h d'), ao longo de todo o cultivo, a
concentracdo aumentou até o dia 6, se manteve entre 6 ¢ 12 ¢ teve decréscimo no ultimo dia de
cultivo. Com o CM por 1 h d! a concentragio foi maior que nos outros cultivos no 3°, 12° ¢ 15°
dia e embora tenha diminuido no dia 15, ainda era maior do que nas concentragdes iniciais (0-
9 d). A eficiéncia da aplicagio do CM por 1 h d! foi de 41,2 %.

A maior concentracdo de clorofila-a, nos cultivos com luz fluorescente, foi no dia
6, no cultivo com CM 24 h d"!. Entretanto, esse valor niio teve diferenca significativa do cultivo
controle, no mesmo dia. Apds o 6° dia, ocorreu decréscimo na concentragdo em todos os
cultivos. Porém, essa diminui¢ao do teor de clorofila-a foi menor nos cultivos com CM. De
acordo com Rial et al. (2013), o contetudo de clorofila, geralmente, diminui entre o crescimento
exponencial e a fase estacionaria, devido as limitagdes de nutrientes, luz e envelhecimento
celular. O que pode explicar a diminui¢do desses pigmentos nos ultimos dias, em alguns
ensaios.

A maior produtividade (1,83 mg g d!) para os cultivos com LEDs azuis (Fig. 7c)
foi obtida no 3° dia no cultivo com CM aplicado por 1 h d"!. Os ensaios com CM apresentaram
produtividade maior do que o cultivo controle, sem a aplicagdo. A produtividade dos cultivos
com luz fluorescente (Fig. 7d) foi menor do que os cultivos com LEDs azuis, sendo a maxima

obtida no 3°d.



54

Figura 7 — Concentragdes e produtividade de clorofila-a ao longo dos cultivos de Chlorella
fusca LEB 111 com aplicacdo de campo magnético (CM) de 30 mT durante 1 e 24 h d™! e com
(a) e (c) diodos emissores de luz (LEDs) azuis e (b) e (d) luz fluorescente
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L: LEDs azuis; F: Fluorescente. C: Controle. Experimentos realizados com a biomassa imida. Letras iguais, no

mesmo dia, indicam que ndo ha diferenga (p>0,05) significativa entre os ensaios pelo teste de Tukey.

A Figura 8 apresenta as concentragdes e produtividade de clorofila-b para os
cultivos de Chlorella fusca LEB 111, com LEDs azuis e luz fluorescente. Assim como as
concentragdes de clorofila-a, os cultivos com LEDs azuis também apresentaram maior teor de
clorofila-b do que os ensaios com luz fluorescente. A concentragdo de clorofila-b, nos cultivos
com LEDs azuis (Fig. 8a), variou de 8,64-20,27 mg g™ e nos cultivos com luz fluorescente (Fig.
8b) de 6,13-12,75 mg g'!'. A luz de LED proporcionou maior concentracdo deste pigmento no
6° dia, com aplicacdo de CM por 24 h d!, apresentando eficiéncia de aplicacdo de 212,2 %. A
partir do 3° dia, o cultivo com CM aplicado por 24 h d"! apresentou maior teor de clorofila-b do
que o cultivo controle. O cultivo com CM por 1 h d™! apresentou maior concentragio nos dias

3 e 15, enquanto no cultivo com CM por 24 h d! apresentou nos dias 6 e 12.
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Nos cultivos com luz fluorescente, a maior concentracao foi no 6° dia, no cultivo

controle, de 12,75 mg g!. Esse ensaio apresentou aumento do pigmento até o dia 6 e, apos,

houve decréscimo até o tltimo dia de cultivo. O cultivo com CM aplicado por 1 h d’!, também

apresentou diminui¢do da concentragiio entre os dias 9 e 15. J4 no cultivo com CM 24 h d,

entre o 12° e 15° dia aumentou a concentragdo de clorofila-b. A maior produtividade para os

cultivos com LEDs azuis (Fig. 8c) e com luz fluorescente (Fig. 8d), foi no 3°diacom CM 1 h

d' de 1,98 e 1,41 mgg!d?', respectivamente.

Figura 8 — Concentragdes e produtividade de clorofila-b ao longo dos cultivos de Chlorella
fusca LEB 111 com aplicagdo de campo magnético (CM) de 30 mT durante 1 € 24 h d! com
(a) e (c) diodos emissores de luz (LEDs) azuis e (b) e (d) luz fluorescente
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L: LEDs azuis; F: Fluorescente. C: Controle. Experimentos realizados com a biomassa imida. Letras iguais, no
mesmo dia, indicam que ndo ha diferenga (p>0,05) significativa entre os ensaios pelo teste de Tukey.

Houve aumento de 30 % de clorofila-a, no ensaio com CM (1 h d!) e 37 % de

clorofila-b (CM 24 h d') nos cultivos com LEDs azuis, em comparacio aos com luz

fluorescente. Zhong, Jin e Cheng (2018) observaram aumento no conteudo de clorofila a e b
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com LEDs azuis (18:6 h, 60 umol m? s™), em 6 d, comparados a luz fluorescente. Entretanto,
o crescimento também foi maior com LEDs azuis, diferente deste estudo, que foi com luz
fluorescente. Os teores de clorofila-a e clorofila-b foram 13,0 e 7 mg g’!, respectivamente, para
LEDs azuis e 10 e 5 mg g! para luz fluorescente.

Devido ao comprimento de onda especifico, as microalgas requerem condigdes de
luz ideais dentro da estreita faixa do espectro. No entanto, a luz fluorescente comum contém
ampla gama de comprimentos de onda (CHEIRSILP; TORPEE, 2012), enquanto os LEDs
possuem menor faixa. Para clorofila, as bandas de absor¢do estdo presentes nas regides
espectrais azuis (450-475 nm) e vermelhas (630-675 nm) e entdo, sdo referidas como as
principais indutoras do maior acumulo de clorofila, devido as bandas de absorcdo estarem
presentes nas regides do comprimento de onda dessas cores (RA et al., 2016; TEO et al., 2014).
Logo, isso pode justificar os menores valores obtidos de clorofila nos cultivos com luz
fluorescente e a maior produgdo de clorofila na luz azul.

Guo e Fang (2020) cultivaram Chlorella pyrenoidosa em LEDs (12:12 h), durante
30 d, e extrairam clorofila-a e clorofila-b com acetona. O conteudo de clorofila-a, na luz azul,
foi 8,4 mg g, menor do que os cultivos sob luz vermelha. J4 o conteudo de clorofila-b foi
inferior na luz vermelha e maior na luz azul (6,4 mg g!). Kendirlioglu e Cetin (2017)
determinaram clorofila-a e clorofila-b, durante 10 d, em Chlorella vulgaris com diferentes
comprimentos de onda de luz (16:8 h). A quantidade méxima de clorofila-a e clorofila-b, sob
luz azul, foi atingida no 6° dia, e apds houve diminuicdo da concentragdo. Comportamento
similar foi observado neste trabalho, em geral, pois as concentracdes de clorofila entre os dias
6 ¢ 9 mantiveram-se a mesma ou diminuiram.

A clorofila-a, com LEDs azuis, teve maior concentragao no ensaio com CM por
1 h d"! e clorofila-b no ensaio com CM por 24 h d!. Nos cultivos com luz fluorescente, a maior
concentracdo de clorofila-a foi com CM 24 h d”', mas sem diferenca estatistica do controle,
sendo este efeito nulo. Com clorofila-b o CM inibiu a sua produgdo em ambos tempos de
aplicacdo. Deamici, Santos e Costa (2021), no cultivo de Chlorella fusca LEB 111 (luz
fluorescente, 12:12 h), observaram aumento da concentragdo de clorofila total com aplicagdo
de CM (25 mT) por 24 h d’!, em relacdio ao cultivo controle, no 12° dia de cultivo. O valor
obtido foi 10,36 ng mL!, cerca de 45 % menor do que o obtido no cultivocom CM 24 hd'e
luz fluorescente, no mesmo dia. Porém, neste estudo, o cultivo controle teve maior producao de
clorofila. Feng et al., (2020) também relataram que o CM (100-500 mT, 1 e 3 h d"') aumentou
a concentracdo maxima de clorofila-a (6 d) no cultivo de Chlorella pyrenoidosa com aguas

residuais. Tu et al. (2015) cultivaram Scenedesmus obliqguus em 4dguas residuais municipais com
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aplicagdo de 100 mT na fase de crescimento logaritmico por 0,5 h e conseuiram aumentar o
conteudo de clorofila-a em 11,5 %, em relagdo ao controle, apos o crescimento de 6 dias.

Bauer et al. (2017) relataram que a aplica¢do de 60 mT durante 1 h d!' em Chlorella
kessleri, estimulou em 38,9 ¢ 59,1 % a concentracdo de clorofila a e b, respectivamente, em
relacdo aos cultivos sem aplicagdo. Small, Hiiner e Wan (2012), com 10 mT, mais do que
dobraram o contetdo de clorofila-a e clorofila-b de Chlorella kessleri. Os autores relataram que
a exposi¢ao ao CM aumentou a area do cloroplasto e do tilacoide. Como as clorofilas estdo
presentes nessas membranas e sao nelas que ocorrem as reagdes fotossintéticas, ¢ 0 CM pode
influenciar em sua estrutura, essas mudancas podem ter influenciado no aumento da producao.
Deamici et al. (2019) avaliaram o efeito do CM de 30 mT, durante 1 € 24 h d”!, no desempenho
fotossintético de Arthrospira platensis SAG 21.99. Os dados transientes de fluorescéncia de
clorofila mostraram que o CM aumentou o desempenho do fotossistema II, sendo afetado
positivamente, devido ao aumento do rendimento quantico.

Por consequéncia dos resultados apresentados, foi observado que, se desejado
maior produgdo de clorofila com Chlorella fusca LEB 111, os cultivos devem ser feitos com

LEDs azuis e aplicacdo de CM (1 ou24 hd™).

5.3.2 Carotenoides

A Figura 9 apresenta o acompanhamento das concentracdes de carotenoides,
durante o cultivo de Chlorella fusca. Com aplicagdo de LEDs azuis a concentracdo de
carotenoides variou de 1,08-3,84 mg g'! (Fig. 9a). O ensaio com CM por 1 h d! proporcionou
concentragdes maiores, do que nos outros ensaios com a mesma fonte de luz, em todos os dias
em que o pigmento foi determinado (exce¢do do dia 0). Nos cultivos com luz fluorescente (Fig.
9b), a varia¢io de carotenoides foi de 1,04 a 2,08 mg g!. Com esta fonte de luz, nos dias 3, 6 e
12, pelo menos um dos ensaios CM afetou positivamente a concentragdo, em comparagao ao
cultivo controle. A maior produtividade obtida do cultivo com LEDs azuis (Fig. 9¢) foiem 3 d
(0,30 mg g™! d!), no cultivo com CM 1 h d"!. Com luz fluorescente (Fig. 9d), a maior obtida foi
em 3 d (0,20 mg g d!), no cultivo com CM 24 h d!. A eficiéncia do CM por 24 h d"! foi de
31, 2 %. Em geral, a maior producdo de carotenoides foi com LEDs azuis e aplicagdo de CM

por 1 hd', em 9 d (p<0,05) de 3,84 mg g!. Neste caso ocorreu aumento de 126,2 %.
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Figura 9 — Concentragdes de carotenoides e produtividade ao longo dos cultivos
de Chlorella fusca LEB 111 com aplica¢ao de campo magnético (CM) de 30 mT durante 1 e
24 h d! e com (a) e (c) diodos emissores de luz (LEDs) azuis e (b) e (d) luz fluorescente
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L: LEDs azuis; F: Fluorescente. C: Controle. Experimentos realizados com a biomassa imida. Letras iguais, no
mesmo dia, indicam que ndo ha diferenga (p=>0,05) significativa entre os ensaios pelo teste de Tukey.

Tendo em vista as particularidades de cada espécie, em termos de intensidade
luminosa e combinagdes espectrais, avaliagdes de espectro sdo necessarias, com combinacdes
de comprimentos de onda unicos e multiplos revelando possiveis interagdes entre as diferentes
respostas de absor¢do de pigmentos em células de microalgas. Na literatura € relatado que a cor
azul, que compreende a faixa de comprimento de onda de 440 a 485 nm, corresponde a absor¢ao
de carotenoides, como o -caroteno, e pode estimular a sintese de carotenoides (GLEMSER et
al., 2016), o que pode justificar a maior producdo deste pigmento em relacdo aos cultivos com
luz fluorescente.

Logo, maior produ¢do de carotenoides com LEDs azuis pode ser devido as
mudangas que essa luz pode causar na biossintese deste pigmento. Beel et al. (2012) estudaram

os genes envolvidos na biossintese de carotenoides da microalga Chlamydomonas reinhardtiie
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observaram aumento gradual durante a exposi¢do sob luz azul. Os resultados obtidos por Li e
colaboradores (2020), mostraram que a expressao constitutiva da fitoeno sintase, que catalisa a
primeira etapa da via de biossintese de carotenoides aumentou o carotenoide total e sintese de
B-caroteno em espécies de Dunaliella salina. Sob luz azul, as duas transcrigdes identificadas
tiveram aumento de 2-3 vezes. A atividade de enzimas ja foram relatadas como afetadas por
CM (ALBUQUERQUE et al., 2016), entdo a aplicag@o no cultivo pode ter afetado a biossintese
de carotenoides pela eletroativacdo do sistema enzimatico.

O crescimento celular foi menor com LEDs azuis, em comparagdo a luz
fluorescente, ¢ a concentracao de carotenoides foi maior. Lamers et al. (2010) comentaram que
o acumulo de B-caroteno em Dunaliella sp. foi acionado, principalmente, quando a taxa de
divisdo celular foi desacelerada ou interrompida devido ao efeito dos fatores de estresse. Entre
os cultivos desse estudo, o cultivo com aplicagio de LEDs azuis e CM 1 h d! foi o que
apresentou menor taxa de crescimento celular. Logo, o CM pode ter causado esse estresse que
levou a maior produgdo deste pigmento, pois a aplicagio do mesmo durante 24 h d’!, nos dias
3,6, 12 ¢ 15, também apresentou maior concentracao do que o cultivo controle.

Fu et al. (2013) comentaram que no cultivo de Dunaliella salina, LEDs azuis salina,
levaram a diminui¢do do niumero de células e a combinagdo de LED azul e vermelho aumentou
o acumulo de B-caroteno. Um acumulo de carotenoides em microalgas pode levar a diminuigao
da fotossintese na extremidade azul do espectro, aparentemente absorvendo a luz azul antes que
ela alcance a clorofila (BLINKS, 1954). Nezammahalleh et al. (2016) relataram que nao houve
mudangas significativas nos carotenoides totais do células expostas a campo elétrico (2,7 kV
cm) em diferentes intervalos de tempo de Chlorella vulgaris, com luz fluorescente (60 pmol
m ). Porém, foi observado diminuigdo continua de até 50 % dos carotenoides com o aumento
na concentra¢do da microalga, que pode ter sido causado pelo auto sombreamento.

Estudos relataram que a sintese de lipidios esté ligada ao acimulo de carotenoides
e que essas possuem uma relacdo linear sob condicdes de estresse e que pode ocorrer a
producao simultanea. Os acimulos estdo associados com a expressao de genes especificos (LIU
et al., 2012, 2016; REARTE et al., 2020). Entretanto, como visto anteriormente, o teor de
lipidios obtido com LEDs azuis foi na faixa de 19-24 % e ndo apresentou diferenca estatistica
entre os cultivos, diferente do que aconteceu com as concentragdes de carotenoides. Ou seja,
apenas a concentragao de pigmento aumentou devido a aplicagcdo conjunta de CM e LEDs azuis.

Guo e Fang (2020) obtiveram 3,6 mg g! de carotenoides utilizando LEDs azuis no
cultivo de Chlorella pyrenoidosa. As alteragcdes dos pigmentos sintéticos na célula de

microalgas sob diferentes tipos de luz sdo provavelmente causadas pela hipotese de que
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diferentes qualidades de luz podem afetar o turnover intracelular e a transformagao do pigmento
fotossintético no interior da célula, e causar a sintese de pigmentos e degradagdo das células de
algas. Pode ser observado que nos cultivos com LEDs, houve incremento de carotenoides até o
9° d e apos, decréscimo. Kendirlioglu e Cetin (2017) observaram no cultivo de Chlorella
vulgaris aumento de carotenoides até o 6° d.

Amaro et al. (2020) cultivaram Scenedesmus obliquus M2-1 com LEDs azuis e luz
fluorescente (100 pmol m™ s!) e quantificaram os carotenoides. Assim como neste trabalho, os
autores também relataram que os LEDs azuis aumentaram o teor de carotenoides, em
comparagdo a luz fluorescente. Em 6 d, ensaios com LEDs azuis apresentaram teores 80 %
maiores do que os ensaios com luz fluorescente. Ja neste estudo, no mesmo dia, apresentou 50
% de incremento em comparagdo de uma fonte de luz para outra, corroborando com o estudo
de que a luz azul causa maior influéncia neste pigmento. O cultivo com maior concentragdo de
carotenoides obtido neste estudo, além da fonte de luz utilizada ter sido LEDs azuis, foi aplicado
CM por 1 h d! e ambos tempos de aplicagdo apresentaram efeito positivo. Segundo Zhang,
Yarema e Xu (2017), a aplicacdo de CM pode induzir interagdo com a membrana celular, que
ativa vias de sinalizagdo que levam ao nucleo e alteram as respostas metabodlicas que podem
resultar na sintese de metabolito secundario, como os carotenoides.

Neste estudo, a aplicagio do CM durante 24 h d”! aumentou a concentra¢io de
carotenoides, em comparagdo ao controle, nos ensaios com as duas fontes de luz. Small, Hiiner
e Wan (2012) observaram aumento no teor de clorofilas e ndo observaram efeito do CM (24 h
d!)na concentracdo de carotenoides de Chlorella kessleri em comparagdo ao cultivo sem CM
e luz fluorescente. Bauer et al. (2017) com Chlorella kessleri relataram aumento de
carotenoides quando aplicado 60 mT por 1 hd! em 5, 8, 9 e 10 d, em comparagio ao cultivo
controle, com acimulo maior entre 6 ¢ 10 d.

Nos cultivos com luz fluorescente, com excec¢ao dos dias 0,9 e 15, o CM aumentou
a concentracdo deste pigmento. Wang et al. (2008) ndo observaram nenhuma variagao
significativa (p>0,05) no contetido de carotenoides totais nas células de Chlorella vulgaris, com
luz fluorescente (53,97 pmol m™ s!), e exposi¢do de 10 a 50 mT. Entretanto, ocorreu aumento
na atividade antioxidante e os carotenoides, em muitas ocasides, atuam como antioxidantes.
Luna et al. (2009) avaliaram o efeito de 30 mT (15, 30 e 60 min) em Haematococcus pluvialis,
com luz fluorescente (110 umol m™? s™!). Ao analisar a concentragio de astaxantina nas células
foi observado que ndo foi significativamente afetada pelo CM na fase exponencial de
crescimento (p<0,05), e sim na fase estaciondria (11 d). Esse comportamento poderia estar

associado a resiliéncia da espécie, que se estabilizaria metabolicamente em dire¢do a fase
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estacionaria, a partir de perturbacdo causada pelo CM. Ja nos resultados obtidos neste estudo,
a partir do 3° dia, ainda na fase exponencial, em ambas fontes de luz, ja houve diferenca
significativa entre os cultivos com CM e controle.

Em sintese, o CM durante 1 e 24 h d”' aumentaram o acimulo de carotenoides nos
ensaios com LEDs azuis e luz fluorescente de Chlorella fusca LEB 111. O ensaio com LEDs

azuis e CM por 1 h d! foi o mais promissor para a producio deste pigmento.

5.4 EFICIENCIA ENERGETICA

A eficiéncia energética foi calculada, a fim de comparar as duas fontes de luz
utilizadas no estudo. Com as melhores condi¢des ja definidas, foram calculadas as eficiéncias
para os cultivos que apresentaram os resultados mais promissores de biomassa e pigmentos. A
Figura 10 apresenta a eficiéncia energética da produgdo maxima de biomassa (Xmix),
concentragdes de clorofila e carotenoides obtidos dos cultivos de Chlorella fusca LEB 111.

Pode ser observado na Figura 10a que os LEDs azul tiveram maior eficiéncia de
energia para a biomassa, de 0,36 g L' R$™!, em comparagio com a luz fluorescente que foi
0,21 g L' (R$1). Como apresentado anteriormente, a luz fluorescente (cultivo controle)
proporcionou crescimento maior do que a luz de LEDs azuis (cultivo controle), entretanto
menor eficiéncia de conversdo energética.

Os cultivos com LEDs azuis apresentaram maior eficiéncia energética para clorofila
a e b e carotenoides, conforme pode ser observado na Fig. 10b e 10c, respectivamente. Logo,
além dos pigmentos com LEDs azuis apresentarem concentragdes maiores do que com luz
fluorescente, também possuem maior eficiéncia energética.

Loganathan et al. (2020) também relataram que LEDs azuis tiveram a maior
eficiéncia econdmica. A luz fluorescente teve maior produtividade de biomassa no cultivo
consorcio de Chlorella variabilis e Scenedesmus obliquus, porém foi considerada a menor
eficiéncia econdmica devido ao aumento do consumo de eletricidade necessario para produzir
a intensidade de luz necessaria. Okumura et al. (2014) observaram que utilizando LEDs azuis
no cultivo teve eficiéncia energética 12 vezes maior do que a condi¢do com luz fluorescente
nos cultivos de Botrycoccus braunni, na produgdo de biomassa. Logo, o uso de LEDs azuis

pode ser uma alternativa econdomica no cultivo de microalgas.
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Figura 10 — Eficiéncia energética da (a) producao maxima de biomassa (Xmax) € dos maiores
valores obtidos para (b) clorofila e (c) carotenoides, nos ensaios com luz fluorescente e diodos
emissores de luz (LEDs) azuis nos cultivos de Chlorella fusca LEB 111
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6 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Os residuos gerados foram acondicionados em frasco ambar separadamente,
identificados e acondicionados em local separado para residuos no laboratério de
Biotecnologia. Os mesmos foram recolhidos e encaminhados a empresa responsavel por fazer

o descarte.
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7 CONCLUSAO

Todos os cultivos com luz fluorescente apresentaram maior crescimento celular,
comparado com os cultivos com LEDs azuis. Nos cultivos com luz fluorescente foi obtido Xmax
de 2,54 g L' e Pmax de 0,24 g L d”! no cultivo controle, sem diferenca estatistica (p<0,05) entre
os demais ensaios, com a mesma fonte de luz. O cultivo controle com LEDs azuis apresentou
Xmax de 1,7 g L' e Pmax de 0,20 g L d”!, enquanto nos cultivos com aplicagio de CM a
concentragdo de biomassa foi menor. O efeito do CM na caracterizagdo da biomassa foi nulo
ou negativo, com excecao do teor de proteina no cultivo com luz fluorescente. O resultado mais
promissor de carboidratos (32,7 %) e lipidios (29,3 %) foi no cultivo controle com luz
fluorescente e de proteinas (54,8 %) foi no cultivo controle de LEDs azuis.

A aplicagdo de CM e LEDs azuis promoveram o acumulo de pigmentos,
comparando-se com os cultivos com luz fluorescente ¢ sem aplicagio de CM. A maior
concentragdo de clorofila-a foi 16,13 mg g™! no cultivo com CM por 1 h d”!, clorofila-b foi
20,27 mg g"! com CM por 24 h d"! e carotenoides foi 3,84 mg g!, com CM por 1 h d.

Em relagdo a eficiéncia energética, avaliada nos cultivos nos quais foram obtidos
os melhores resultados, pode-se observar que os LEDs azuis apresentaram maior eficiéncia

energética do que a luz fluorescente.
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APENDICE

Figura A 1 — Curva padrao da microalga Chlorella fusca LEB 111 utilizada neste trabalho
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Figura A 2 — Espectro de varredura (A 400-500) para a amostra de carotenoides de Chlorella
fusca LEB 111
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