N~

Universidade de Brasilia

Instituto de Fisica

Dissertacao de Mestrado

CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DE
MICROALGAS CULTIVADAS EM REATORES

AUTOMATIZADOS

Lucas Alves Rodrigues

Orientador: Prof. Dr. Luiz Fernando Roncaratti Jr.



Lucas Alves Rodrigues

CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DE
MICROALGAS CULTIVADAS EM REATORES
AUTOMATIZADOS

Texto de dissertagcdo apresentado ao Instituto de
Fisica da Universidade de Brasilia como parte
dos requisitos necessdrios a obtencao do titulo

de Mestre em Fisica.

Orientador: Prof. Dr. Prof. Dr. Luiz Fernando Roncaratti Jr.

Brasilia, 2020.



Agradecimentos

Aos meus pais, Elaine e Flavio, por tudo e mais um pouco;

Ao meu irmio e minha irma;

Aos professores Roncaratti e Sebastido, pelos conselhos e orientacoes;

Ao John, sem ele esse trabalho seria, ainda mais, herculeo;

A toda equipe do FotoBioLab, por serem minha segunda familia;

Ao CNANQO, pelo espago e esquipamentos. Sem ele, esse trabalho ndo existiria;

A CAPES, por financiar este trabalho e processo de formacao;

A todos os cientistas, por assentarem um tijolo por vez nesse edificio chamado ciéncia;

A Amanda, por ser minha gota de luz em um mar de escuridao.

Universidade de Brasilia p. iii



“E um erro capital teorizar antes de termos
todas as evidéncias. Distorce o

julgamento.” (Sir Arthur Conan Doyle).

Universidade de Brasilia



Resumo

Este trabalho consiste no desenvolvimento de um conjunto de técnicas de preparagdo
de amostras e tratamento de dados para a identificacdo e caracterizagdo de microalgas. Em
especial, as algas Chlamydomonas sp. (CA), Chlorella sorokiniana (CO) e Nannochlorop-
sis oceanica (NN). Com base nos resultados aprendidos, e na confeccdo de uma bateria de
micro-fotobiorreatores automatizados para estudos de dindmica de crescimento, investigou-se
a influéncia da aclimatag¢do na produgao de biomoléculas. Como exemplo, foi feito um estudo
detalhado da influéncia de diferentes poténcias luminosas e concentragdes de meio de cultura
(BG11) na dindmica de crescimento, producdo de pigmentos e lipidios.

Palavras-chave: Microalgas. Espectroscopia Raman. FTIR. UV-VIS. Microrreatores.
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Abstract

This work consists in the development of a set of sampling preparation techniques and
data treatment for the identification and characterization of microalgae. In particular, the algae
Chlamydomonas sp. (CA), Chlorella sorokiniana (CO) and Nannochloropsis oceanica (NN).
Based on the learned results , and the making of a battery of automated micro-photobioreactors
for growth dynamics studies, the influence of the acclimatization in the production of biomole-
cules was studied. As an example, a detailed study was made of the influence of different light
powers and concentrations of culture medium (BG11) on the dynamics of growth, pigment and
lipid production.

Keywords: Microalgae. Raman Spectroscopy. FTIR. UV-VIS. photobioreactors.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1 Fotossintese

A maior parte da energia livre disponivel na atmosfera provém da luz do sol. A fo-
tossintese [1] usa essa riqueza natural para sustentar, quase que integralmente, todas as formas
de vida conhecidas. Tal processo levou bilhdes de anos para evoluir dentro de organismos fo-
toautétrofos [2] e se tornar o principal processo de conversdo solar na natureza [3, 4]. Essa
conversdao comeca com a absor¢do da luz por complexos proteicos altamente estruturados que
contém clorofilas e outros pigmentos auxiliares [5]. A absor¢c@o da luz gera excitacdes que se
difundem através do aparato fotossintetizante, atingindo eventualmente os centros de reagdo
onde a separacdo de carga acontece. Os elétrons livres resultantes sdo movimentados através de
uma cadeia de transporte, gerando energia livre de Gibbs na forma de um gradiente de prétons
através da membrana tilacoide [6]. Finalmente, essa energia € utilizada na sintese do trifosfato
de adenosina (ATP), composto organico que fornece energia para vérios processos nas células

vivas.
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Diferentemente dos materiais de conversao solar artificiais, a fotossintese natural é no-
tavelmente robusta e adaptada a mudancas continuas nas condi¢des ambientais devido a varios
processos regulatérios. Em particular, organismos fotossintetizantes frequentemente experi-
mentam mudangas bruscas na intensidade da luz incidente ao longo de periodos que vao de
segundos a meses, podendo o organismo receber uma quantidade de luz que excede sua capaci-
dade de uso na assimilagc@o de diéxido de carbono. Esse excesso de energia pode causar danos
foto-oxidativos no aparato fotossintetizante devido a formagdo de espécies reativas do oxige-
nio (ROS) [7, 8]. Nos cloroplastos, existem dois caminhos principais para a formacdo de ROS
[9]: (i) transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular no lado aceitador do fotossistema I
(PSI) ou II (PSII), levando a formagdo do radical superdxido (O5 ) e, em reagdes subsequentes,
peréxido de hidrogénio (H2O5) ou radical hidroxila (OH-); e (ii) transferéncia de energia da
clorofila tripleto (*Chl*) para o oxigénio molecular, que leva a formagio do oxigénio singleto
(*0O%). No PSII, os carotenoides tem um papel fundamental na desativagdo da >Chl* e 'O} e
na reducao na formac@o de ROS através da dissipacdo térmica do excesso de energia luminosa
(non-photochemical quenching, NPQ) no nivel da 'Chl*. O beta-caroteno é responsavel pela
desativagio do 'O3 no centro de reagdo do PSII, enquanto que as xantofilas sdo envolvidas na
NPQ das excitagdes nos complexos antena.

De acordo com o estado da arte do conhecimento cientifico, os organismos fotossinte-
tizantes podem ser entendidos como notdveis exemplos biolgicos de nanomdaquinas que domi-
naram o processo de colheita da luz do sol ao longo de bilhdes de anos de evolucdo. Portanto,
pesquisadores de diversas dreas do conhecimento buscam entender os mecanismos da fotossin-

tese natural e aplicar o seus conhecimentos em prol de realizacdes cientificas e tecnoldgicas
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cada vez mais promissoras.

1.2 Microalgas

Entre os muitos organismos fotossintetizantes, as microalgas se destacam devido a sua
relativa simplicidade e variedade. A biodiversidade das microalgas € enorme. Uma estimativa
conservadora estima algo entre 30,000 e 70,000 espécies naturais [10]. Elas sdo onipresentes
na natureza [11], sendo sua biodiversidade uma valiosa fonte de recursos para a humanidade
[12, 13]. Ao longo das ultimas décadas, milhares de novos componentes foram obtidos a partir
da biomassa de microalgas, a maioria deles produtos tnicos e valiosos como carotenoides,
acidos graxos, antioxidantes, toxinas, enzimas, polimeros, peptideos e esteroides [14]. Além
disso, dependendo das técnicas utilizadas, microalgas podem ser convertidas em vérios tipos
de combustiveis. Combustiveis derivados de microalgas constituem promissoras alternativas
aos combustiveis fosseis e outras fontes conhecidas de biocombustiveis como cana de agicar
e milho [15, 16, 17, 18]. Atualmente vérias empresas e agéncias governamentais financiam
esforcos para reduzir o capital necessdrio e os custos de operagdo para tornar a producao de
combustivel de microalgas vidvel [19, 20, 21].

A biomassa derivada de microalgas possui vantagens consideraveis sobre outras matérias-
primas tradicionais: alta produtividade, usualmente 10-100 vezes maior do que colheitas planta-
das; captura de carbono altamente eficiente; podem ser cultivada em dgua salgada, salobra e até
mesmo em aguas de residio e esgoto. Microalgas podem ser colhidas continuamente ao longo

do ano, e por essa razdo elas podem integrar uma cadeia de producdo continua como acontece
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em uma refinaria de 6leo tradicional. Além disso, tanto o cultivo como o processamento podem
ocorrer no mesmo local, uma caracteristica que favorece uma produgdo sequencial e integrada,
reduzindo portanto os custos logisticos. Contudo, ainda existem desafios tecnoldgicos signifi-
cativos para alcancarmos uma producao economicamente vidvel de biocombustiveis derivados
de microalgas, tais como: desenvolvimento e caracterizacdo de linhagens; métodos eficientes
de cultivo e produgdo da cultura; melhorias na colheita e nos métodos de extracao de lipidios.

A diversidade de caracteristicas e habitats fazem as microalgas serem extremamente
atrativas para aplicagdes tecnoldgicas, especialmente se a linhagem candidata € acessivel a ma-
nipulagcdo genética. As microalgas possuem numerosas vantagens sobre as plantas para a pro-
ducgdo de proteinas recombinantes através da transgénese. Elas progridem para uma produgdo
em larga escala em questdo de semanas, o que € um tempo curto se comparado com meses ou
anos no caso de plantas superiores como o milho ou o tabaco. As microalgas sdo organismos
unicelulares, portanto deve existir menos variagdes na acumulagdo de proteinas recombinantes,
tornando o processo mais uniforme. Elas podem ser cultivadas em sistemas fechados, reduzindo
dessa forma o risco de contamina¢io no sistema de producio e aumentando a protecdo do ecos-
sistema préximo de uma potencial contaminacdo por organismos geneticamente modificados,
um problema recorrente em culturas de vegetais em ambientes abertos ou semi-abertos.

Outra técnica util para a melhoria da performance de uma dada linhagem de microalga
€ a evolucdo adaptativa em laboratério (ALE). Essa metodologia permite a andlise de fendmenos
evolutivos e adaptativos em um ambiente controlado. Durante a ALE microbial, um organismo
¢ cultivado sob condicdes claramente definidas durante longos periodos de tempo permitindo a

selecao de fendtipos melhorados. Seus principios basicos remontam aos trabalhos de Anton van
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Leeuwenhoek, Louis Pasteur, Robert Koch e Charles Darwin, com as suas descobertas sobre os
microrganismos, a teoria dos germes e a importancia da selec@o natural e artificial na evolucao e
reproducdo dos organismos. Apesar de ser realizada ja hé bastante tempo, o advento nas tltimas
décadas de novas tecnologias de sequenciamento genético e técnicas de controle e automacgao
modernas fazem da ALE uma metodologia ainda mais promissora na biotecnologia.

Uma caracteristica fundamental de uma dada linhagem de microalga € a sua dinamica
de crescimento. Em ambientes naturais (oceanos, rios, lagos e lagoas) parametros fisicos (luz,
temperatura), quimicos (moléculas e fons dissolvidos na 4dgua) e bioldgicos (virus, bactérias,
fungos e interagcdes do tipo predador-presa) podem flutuar ao longo do espaco e do tempo,
sendo dificil mensurar o papel de cada um desses pardmetros na dindmica de crescimento. Em
ambientes artificiais (fotobiorreatores) esses parametros podem ser controlados e suas influén-

cias individualizadas.

1.3 Fotobiorreatores

Fotobiorreatores (FBR) sdo aparatos utilizados para conter, cultivar e controlar o cres-
cimento de uma cepa de microalgas. Embora vérios modelos ja tenham sido descritos, o de-
sign racional de FBR continua em franco desenvolvimento. Um tipico FBR € um sistema que
opera quatro fases, especificamente, a fase liquida que € o meio de cultura, a fase sélida que
¢ composta pelas células de microalgas, as moléculas no gis que circula através da cultura,
principalmente nitrogénio, oxigénio e diéxido de carbono, e a luz, composta por uma superpo-

sicdo de fotons com comprimentos de onda entre 400 e 700 nandmetros, que define a regido
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fotossinteticamente ativa do espectro.

Essencialmente, e de acordo com os objetivos dos seus usos, existem dois tipos de
FBR. O primeiro consiste em reatores grandes, cujo objetivo € produzir a maior quantidade
possivel de biomassa. Para isso, eles sdo projetados para manter a cultura em condi¢des oti-
mizadas de forma continua e durante longos periodos de tempo. O design desse tipo de FBR
requer o conhecimento das interagdes entre a cultura e os pardmetros ambientais, sendo que
sua operagdo requer instalagdes caras e especificas. Esse tipo de reator pode ser chamado de
FBR de refinaria. O segundo tipo é composto por FBR de bancada, cujo objetivo € o estudo
da dindmica de crescimento da cultura e sua dependéncia com relacdo aos parametros ambi-
entais. Esses reatores podem ser utilizados para caracterizar uma dada espécie ou linhagem
de microalgas em fun¢do dos parametros que condicionam o desenvolvimento da cultura, e.g.,
temperatura, meio de cultura, gases dissolvidos, luz (intensidade, espectro e modulagdo). Eles
também podem ser utilizados no estudo da resposta da cultura com relagio a condicdes de es-
tresse, adaptacdo a mudancas ambientais e busca de condi¢des otimizadas. Atualmente, esse
tipo de equipamento € utilizado em diversas universidade e centros de pesquisa do mundo, cada
um deles, dnico e especifico. Existem também FBRs de bancada vendidos por empresas que,
em geral, sdo muito caros e, por serem projetados como user friendly, possuem poucas opcoes
de configuracdo e operacdo, apresentando um custo beneficio questiondvel. Do ponto de vista
tecnolégico, um FBR pode ser projetado para qualquer coisa entre um dispositivo simples e

completamente analdgico até um dispositivo mecatronico totalmente automatizado.

Universidade de Brasilia p. 17



1.4 Cenario Brasileiro

O Brasil possui uma enorme area costeira, com mais de 10,000 Km, aproximadamente
12% da 4gua doce do planeta e recebe uma irradiancia solar média superior a parcela recebida
pela grande maioria dos outros paises. Além disso o pais abriga a flora mais rica do mundo
(40,989 espécies, sendo 18,932 endémicas) possuindo mais de 3400 espécies de algas catalo-
gadas [22]. Atualmente, vdrias institui¢des brasileiras estudam e mantém colecdes de algas,
sendo que cinco delas possuem mais de uma centena de linhagens [23]. A Embrapa e a Petro-
bras lideram iniciativas que visam caracterizar e domesticar linhagens de microalgas nativas.
Enquanto o foco da Petrobras € no uso de microalgas marinhas para produ¢do de biocombusti-
vel, o foco da Embrapa € voltado para a caracterizagdo da microalgas continentais e seus usos

em bio-produtos [24].

1.5 Espectroscopia

Algumas espécies de algas ndo apresentam caracteristicas morfoldgicas especificas.
Isto ndo permite que sua distingdo entre muitas outras espécies e linhagens existentes, seja feita
facilmente. Essa distin¢@o pode ser feita através da amplificacdo e andlise sequencial de regides
especificas do DNA do organismo. Um alternativa interessante € a identificacdo de organismos
através de suas caracteristicas espectroscopicas. De forma geral, espectroscopia € o estudo da
interacdo entre a matéria e a radiacdo eletromagnética, em funcdo do comprimento de onda
da radiagdo. A natureza dessa interacdo depende essencialmente do material e da regido do

espectro considerada. Quando analisamos um material, composto por moléculas, podemos ter
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espectros relacionados com (i) estados dos spins eletronicos, (ii) modos de rotacao, (iii) modos
de vibragdo e (iv) transi¢des entre estados eletronicos. Os organismos fotossintetizantes sao
constituidos de matéria orginica com caracteristicas moleculares bem definidas que podem ser
estudadas particularmente bem através dos seus modos de vibragdo e estados eletronicos.

As principais técnicas utilizadas para detectar os modos vibracionais de moléculas
sdo: a espectroscopia de absor¢do no infravermelho e a espectroscopia Raman [25]. Ambas as
técnicas, em conjunto ou individualmente, sdo capazes de fornecer informacdes sobre a estru-
tura de moléculas, além de identificar substincias e determinar sua quantidade relativa em uma
amostra. A principal técnica para se estudar as possiveis transi¢des entre estados eletronicos
moleculares € a espectroscopia UV-Vis [26]. Tal técnica aborda transi¢des entre os niveis da
molécula do tipo m — 7* (transi¢cdes entre orbitais ligantes e anti-ligantes) e n — 7* (transi-
¢oes entre orbitais nio-ligantes e anti-ligantes). Ela se baseia em medidas de absor¢ao na regido
visivel do espectro eletromagnético e suas adjacéncias. Essas trés técnicas sdo particularmente
interessantes no estudo qualitativo e semi-quantitativo de pigmentos em amostras derivadas de
organismos fotossintetizantes. Elas podem ser utilizadas tanto na identificacao de espécies [27]
como na caracterizacdo de mudangas biomoleculares associadas aos parametros que condicio-

nam o desenvolvimento da cultura [28].

1.6 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho de mestrado € caracterizar espectroscopicamente um

conjunto de microalgas cultivadas em reatores automatizados. Para alcanc¢é-lo, elaborou-se
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uma série de objetivos especificos, que sdo:

elaborar técnicas de sintese de amostras e manipulagdo de dados para propositos de iden-
tificacdo e caracterizagdo de trés microalgas, Chlamydomonas sp. (CA), Chlorella soro-

kiniana (CO) e Nannochloropsis oceanica (NN);

e Confeccionar uma bateria de micro-fotobiorreatores para estudos de crescimento em di-

ferentes condi¢Oes de aclimatacgdo;

e verificar os efeitos oriundos de varreduras na poténcia luminosa aplicada as algas no

crescimento da cultura e alteracdes bioquimicas nas algas;

e verificar os efeitos oriundos de varreduras na concentracdo de meio de cultura (BG11)

aplicada as algas no crescimento da cultura e alteragdes bioquimicas nas algas.

1.7 Organizacao

Esta dissertacdo estd organizada da seguinte maneira. No capitulo 2 € apresentada uma
breve revisdo sobre algas, fotobiorreatores, espectroscopia e andlise estatistica. No capitulo
3, a metodologia empregada € explanada, dos equipamentos utilizados a consideracdes sobre
como os dados foram tratados. No capitulo 4 sdo apresentados resultados referentes a etapa
de caracterizagdo e identificacdo de microalgas por meio das trés técnicas espectroscopicas uti-
lizadas, sobre o amarelamento da alga Chlamydomonas, a dinamica de diferentes cultivos, e
os resultados de diferentes culturas sobre aclimatagdes distintas de nutrientes e poténcia lumi-

nosa entregue. Ao final, no quinto capitulo, sdo apresentadas discussdes acerca dos resultados
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alcancados e também discute-se algumas possiveis investigacdes futuras.
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CAPITULO 2

REVISAO

2.1 Algas

Algas sdo um conjunto heterogéneo de organismos fotossintetizantes, dotados ou nao
de fotossistemas organizados por cloroplastos. Variam desde pequenas células solitdrias até as
gigantescas algas do tipo kelp. Sua morfologia e organizagdo celular variam muito dentro do
mesmo grupo de modo que organismos eucariontes (protistas) e procariontes (cianobactérias)
fazem parte deste grupo. Na figura 2.1 estdo alguns exemplos de individuos. Algumas excecoes
ocorrem as regras de realizarem fotossintese e de viverem em ambientes aquéticos, como 0
euglenoides e algumas espécies de algas que vivem no solo, respectivamente. Porém, todos
esses individuos estdo ligados a dependéncia de habitats suficientemente timidos.

Como as algas foram definidas em termos de suas caracteristicas ecoldgicas, ndo ha

como ligar os elementos desse grupo por meios de uma descendéncia em comum, embora taxo-
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Figura 2.1: Diferentes tipo de algas. Uma multiplicidade de formas e tamanhos. Fonte: Imagem retirada de [29]

nomistas as classifiquem em termos de linhagens chamadas de phylas (divisdes). Tais divisdes
se baseiam nos tipos de pigmentos fotossintetizantes e de fotoprotecao, tipo de biomolécula
utilizada para armazenamento de energia e o material de revestimento celular. Entre todos os
tipos de algas existentes, este trabalho foca a sua atencdo no subgrupo das algas verdes. Para
maiores informagdes sobre 0s outros tipos de grupos, e suas divisdes, consulte [30, 31]. Algas
verdes (também chamadas de clorofitas) exibem diversos organismos com distintas morfolo-
gias, ciclos reprodutivos e habitats. A maioria apresenta uma coloracido esverdeada, embora
alguns organismos se apresentem avermelhados, devido a alta concentracdo de carotenoides,
e outros sdo semi transparentes. Tais algas sdo importantes fontes de alimento para animais
aquéticos e presentes de forma significativa em associacdes simbidticas com fungos, protistas,
invertebrados e vertebrados [32, 33]. Algas verdes compartilham caracteristica moleculares,
bioquimicas, celulares e reprodutivas com plantas terrestres de modo que, ao que tudo indica,

existe um elo evolutivo entre esses organismos. As algas tiveram, e ainda possuem, um impor-
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tante papel biogeoquimico no planeta por bilhdes de anos. A origem da atmosfera dotada de O,
e por consequéncia, a producdo da camada de ozonio é devida ao surgimento das algas na Terra.
Também, os gigantescos depdsitos de petrdleo e de rochas carbondticas foram formados com
o passar das eras e contribuiram para a redugdo dos niveis de diéxido de carbono atmosférico.
Algas modernas contribuem entre 30% a 80% dos niveis de oxigénio atmosférico [34, 35] e
participam dos ciclos de carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e outros elementos, afetando de
maneira expressiva toda a biosfera terrestre. O entendimento do papel das algas nestes ciclos
quimicos permitiu o desenvolvimento de tecnologias de tratamento de residuos, que mitiga o
impacto da producdo humana de diéxido de carbono, a utilizacdo de lipidios como fonte re-
novavel de energia e muitas outras aplicacdes. Algas possuem multiplos papéis nas cadeias
alimentares aqudticas podendo atuar como agentes predadores, bacterivoros, saproéfitos e, em
sua maioria, fotoautotréficos. As algas fornecem através dos componentes organicos por elas
excretados alimento para microrganismos heterotréficos presentes no ambiente aquatico. Tam-
bém, quando mortas, bactérias se alimentam dos componentes dissolvido ou aglomerados de
seus restos. Algas cumprem o importante papel de sustentar a maioria dos herbivoros marinhos.
Em sua defesa a predacdo por parte de organismos herbivoros, algas podem produzir toxinas.
Quando essas toxinas alcangam altas concentragdes, elas influenciam todas as cadeias alimen-
tares causando o acimulo de toxinas, doengas e mortes em todos os niveis da teia alimentar.
Algumas espécies de algas s@o fontes alimentares preferidas por animais aquaticos criados para
alimentacdo humana ou aquacultura como camarao e salmao para alimentacdo e peixes-palhaco
para aquarismo. Algas sdo utilizadas para alimentacdo humana, enquanto outras sdo utilizadas

pela industria e em pesquisas por produzirem compostos gelificantes como o dgar. Algas de
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diversos tipos sdo conhecidas por produzirem substancias antibidticas e tteis ao tratamento de
cancer [36]. Recentemente, algas vem sido empregadas largamente na producido de biocom-
bustiveis por apresentarem rendimentos muito superiores a plantas comumente utilizadas nesta

tarefa.

2.2 Biorreatores

Quando em ambientes naturais, geralmente abertos, € dificil estudar precisamente a
dinamica de interacdo de algas com os parametros fisicos (luz e temperatura), quimicos (meio
aquoso de nutrientes e outras moléculas) e bioldgicos (predadores, outros organismos concor-
rentes, patdégenos e etc) que influenciam a dindmica de crescimento da cultura. Isso torna in-
factivel um estudo quantitativo da influéncia individual desses fatores na cultura de algas. Para
contornar esse impasse, ambientes artificiais que simulam e condicionam cepas foram desen-
volvidos ao longo deste e do dltimo século (confira o capitulo 1 de [37]). Nestes ambientes,
parametros de interesse e sua influéncia na dindmica de crescimento dos microrganismos po-
dem ser estudados individualmente.

Biorreatores (FBR) sdo recipientes fechados, ou majoritariamente fechados, projeta-
dos para producgdo foto-tréfica, onde a energia necessdria para a fotossintese € fornecida por
lampadas elétricas [37]. Mais vantajosos que cultivos em pogas € piscinas abertas, FBR ndo
estdo suscetiveis ao regime e acdes de intempéries e a0 sombreamento por nuvens. Além de
que sistemas abertos estao restritos ao nimero de espécies cultivaveis e geograficamente limita-

dos a regides tropicais e sub-tropicais, zonas de ilumina¢do propria para cultivo de microalgas,
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pequenos reatores se sobressaem em relacdo aos demais por serem autdnomos, mais versa-
teis, compactos e ndo sdo restringidos por parametros ambientais. Comercialmente os reatores
produzidos pela Martek Bioscience Corporation [38] ja foram utilizados para a producdo de
compostos isotopicamente marcados (carbono, hidrogénio e nitrogénio), dcidos graxos e pig-
mentos. Também j4 foram reportados o uso de FBR para tratamento de dguas residuais [39],
remocdo de C'O, atmosférico e producdo de hidrogénio limpo [37, 40].

O design de fotobiorreatores depende do objetivo final a ser alcancado. A ciéncia de
confeccdo de FBR estd em desenvolvimento, de modo que muitos tipos € modelos de reatores
sdo reportados na literatura e estdo, de maneira limitada, comercialmente disponiveis (confira
as figuras 2.2 e 2.3 a seguir). De maneira geral, reatores podem ser agrupados em dois tipos
distintos de acordo com sua finalidade. Reatores de produ¢do de uma grande quantidade de bio-
massa, da maneira mais eficiente possivel, constituem o primeiro tipo. Eles demandam estrutura
e logistica especificas o que torna sua constru¢do e manuten¢cdo mais caras que os reatores de
segundo tipo, menores e de bancada. Estes sdo pequenos e destinados a estudos preciso da
dindmica entre as algas e os fatores que influenciam o crescimento das células. Naturalmente,
reatores mais sofisticados sdo mais versateis e configurdveis que suas contrapartes mais simples,

porém sao mais caros e dificeis de operar.

Consideracoes de design

Apesar das vdrias configuragdes de formas dos reatores, algumas consideragdes do
design béasico devem ser levado em conta quando se constréi um fotobiorreator: como prover

a luz, como circular as algas no interior do reator, quais materiais utilizar na constru¢do, como
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A)

B)

Figura 2.2: Virios tipos de biorreatores. Dos mais simples aos mais sofisticados. Fonte: A) um reator caseiro feito
com materiais recicldveis [41]. B) um reator comercial synoxis [42]. C) reatores improvisados com embalagens
[43].
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Figura 2.3: Compilacdo de diferentes modelos de biorreatores. Fonte: A)reator cilindrico [44]. B) reator conico
[45]. C) Reator com manta térmica [46]

fornecer gas carbonico e remover O, € como controlar o pH e a temperatura do cultivo. Para

informacoes detalhadas sobre a constru¢do de um fotobiorreator consulte [47]

Materiais para construcio

Embora ndo haja uma forma apropriada para o recipiente principal do reator, este deve

ser de tal forma que a luz incidente seja aproveitada em sua totalidade evitando reflexdes por
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refracdo e espalhamento, ou seja, a luz deve incidir perpendicularmente no material.

Materiais como vidro e acrilico sdo amplamente utilizados para a constru¢do de FBR
devido a sua facilidade de obtenc¢do, baixo custo e simplicidade de manuseio na construgao.
Vidros mais simples, como os de uso doméstico, sdo mais grosseiros € possuem uma superficie
levemente deformada, perfeitos para cultivos em grandes quantidade. Vidrarias de superficie
mais homogénea sdo preferiveis para evitar o espalhamento e refragdo causado por vidros mais
rusticos e por aumentarem o aproveitamento efetivo da luz incidente no cultivo. Acrilico estabi-
lizador de ultravioleta é superior aos demais materiais por sua leveza, flexibilidade, resisténcia
e manuseabilidade de confecc¢ao [37].

Como pode ser conferido em maiores detalhes no capitulo 3, foi empregado o uso de
impressao 3D para a confeccdo de reatores em pldstico e, para os recipientes principais, viais
de vidro. Assim, os reatores utilizados sdo modulares e de fécil reposi¢do. Isso permite que
este tipo de tecnologia seja difundida livremente pela internet, possibilitando a disseminagdo de
aparatos experimentais sobre licenca aberta de uso e uma futura criacdo de uma comunidade de

fotobiorreatores global.

Luz

A iluminag¢do é o pardmetro mais importante ao se projetar um fotobiorreator. Além
de se ajustar da melhor forma possivel a superficie vitrea que contém as algas (como discu-
tido acima), a intensidade também deve ser levada em conta no design do reator. Agentes
foto-tréficos devem receber luz suficiente, de acordo com sua concentracdo em algas/ml, para

crescerem de maneira adequada. Luz insuficiente faz com que a taxa de crescimento liquido
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ndo supere a taxa de mortes por perda pela respiracao celular [46], ja luz em demasia faz com
que ocorra uma taxa de crescimento expressiva até a saturacio do cultivo. E uma iluminagdo

mais intensa ainda pode levar a foto-inibi¢ao [44].

Circulacao

A circulacdo do material liquido do reator visa garantir a iluminagdo adequada e, con-
sequentemente, o melhor aproveitamento interno da luz, através da constante limpeza de sen-
sores e atuadores imersos ou ndo. Isso decorre de que a circulagdo (ou agitacdo) evita que haja
acumulo de material celular nas paredes adjacentes ao meio liquido. Além de que a agitacdo
adequada garante as trocas gasosas adequadas no interior do meio liquido, podendo substituir o

uso de bombas de ar, ajuda nos processos de circulacao de calor, controle de pH.

Trocas gasosas e pH

Sistemas de ar visam facilitar as trocas gasosas entre a interface ar-meio de cultura pro-
movendo a renovagdo da superficie de interagdo por impedir o saturamento do ar circundante.
Esses sistemas podem ser divididos em dois tipos: fechados e abertos. Em sistemas fechados ha
uma recirculacdo do ar, de modo que nenhuma molécula escapa do sistema. Nesta configuragdo
para evitar a morte por "sufocamento"de C'O, hd a reinjecdo constante de didxido de carbono
controlado por uma central eletronica. Nesta configuragdo podemos aumentar a concentragao
do gas para cerca de 0,2 a 5% do ar circulante a fim de aumentar a produtividade de biomassa
sem uma alteracdo de pH nociva para a cultura[48]. O uso de ar atmosférico, com uma concen-

tracdo de 0,033% de C'Os, para cultivo € considerado de baixo rendimento. Tal configuracdo
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€ mais comum em reatores do tipo aberto, onde o gds sempre escapa apds a interacdo com a
cepa de algas. A combinacdo de injecao de gds carbonico com sistemas abertos € possivel, em-
bora ndo recomendada por ndo haver um aproveitamento efetivo do ar por recirculacio, além
de aumentar os custos de constru¢cdo do reator. Além de controlar a concentracdo de gases no
sistema, a inje¢do controlada de gases ajuda a controlar o pH e a concentragdo de O,. Estas
regulacdes visam o controle da acidez do meio de cultivo e o impedimento de morte por foto-
oxidacdo devido a fotorrespiracio evitando a morte celular por oxidacdo por excesso de ions

livres.

Temperatura

Organismos autotréficos sempre vao produzir calor devido a ineficiéncia inata do pro-
cesso fotossintético em converter em energia quimica a energia luminosa vinda do sol [48].
Estima-se uma eficiéncia de 31% de aproveitamento da energia solar por parte das algas, tota-
lizando em 69% de perda por calor! Dependendo da quantidade de biomassa (em células por
ml) no interior do reator e da poténcia luminosa incidente o sistema estd mais suscetivel a au-
toaquecimento devido a interacdo do material biolégico com a luz. O uso de atuadores como
jaquetas térmicas, médulos termoelétricos ou resfriamento por circulagdo de ar sdo necessarios
para manter a temperatura regulada para o melhor crescimento da cultura [47]. Temperaturas
extremas de frio e calor sempre inibem, ou até matam, a cepa de algas, salvo o cultivo de agentes

extremofilos.
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2.3 Espectroscopia

A luz sempre se apresentou como uma ferramenta fantdstica para estudar a natureza e
explorar o universo. Newton, por exemplo, fez medidas altamente precisas do comprimento de
onda da luz utilizando uma configuracdo de uma lente plano-convexa sobre uma superficie de
vidro, o que cria um padrdo conhecido por anéis de Newton [49]. Michelson e Morley fizeram
uma série de experimentos com o seu famoso interferometro, o que levou Einstein a formular
seus famosos postulados da relatividade restrita. Planck, ao estudar o processo de emissao de
radiacdo de corpos negros lancou a base do que hoje € a fisica quantica.

E natural, que em algum momento da histéria o homem investigasse a interacio entre
luz e matéria para decifrar o mistério de sua constituicao (a primeira observacdo deste tipo
¢ atribuida a Fraunhofer em 1814, embora espectros de linhas escuras ja foram registrados
anteriormente por Thomas Melvill em 1752 e por william Wollaston em 1802 [49]), assim
surgiu a espectroscopia. Um de seus principais objetivos € determinar os niveis de energia
de dtomos e moléculas. Essa informacdo se apresenta na forma de espectros, a relagdo entre
intensidade (geralmente dada em unidades arbitrarias) por alguma propriedade que caracteriza
uma radiacdo eletromagnética como frequéncia ou, comprimento de onda ou, nimero de onda,
que fornecem as transi¢des (diferencas entre os niveis de energia) e a posi¢do relativa entre
as transicdes. Para moléculas, essas transicoes ocorrem de trés diferentes formas: eletronica,

vibracional e rotacional. Desconsiderando a energia oriunda de movimentos de translacio, a
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energia total de uma molécula € a soma das energias de transi¢do supracitadas.

Etotal = Eeletrﬁnica + Evibracional + Erotacional (21)

Sendo a ordem das intensidades das energias, de maneira decrescente, dada por: ele-
tronica, vibracional e rotacional. De modo que, em uma primeira aproximag¢do, nao hd interagao
entre os diferentes tipos de niveis e estes podem ser tratados de maneira independente. E claro
que em um estudo mais profundo, transicdes eletronicas implicam em estruturas vibracionais
e rotacionas, bem como transi¢des vibracionais implicam em estruturas rotacionais que podem
ou nao estar resolvidas. De modo, que apenas transi¢des rotacionais sao ditas puras [50].

Levando em conta a aproximac¢do de Born-Oppenheimer [51], o movimento dos elé-
trons pode ser separado do movimento dos nicleos gracas a enorme diferenca de massas entres
esses corpos. De modo que durante as transi¢cdes eletronicas, os nicleos permanecem "imo-
veis"e durante as transi¢Oes vibracionais, aos elétrons € atribuida uma posicdo média devida a
sua enorme "velocidade". As transi¢Oes eletrOnicas ocorrem, em geral, na por¢do entre o ul-
travioleta e o visivel do espectro eletromagnético. Ja as transi¢cdes vibracionais, ocorrem com
a incidéncia de fétons da porcdo do infravermelho do espectro, embora possamos transplantar
as informacdes vibracionais, de maneira complementar, para o espectro visivel por meio do
fendmeno denominado de efeito Raman. Lembrando que, para cada tipo de espectroscopia ha
um conjunto de equipamentos, dotados de diferentes tipos de sensores e elementos dispersivos
apropriados.

As informagdes coletadas por estas técnicas sdo usadas para estudos fisicos e quimicos,
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na identificacdo de compostos, controle de qualidade e dinamica de processos em ambientes
industriais, farmacéuticos e hospitalares. Como ndo ha uma barreira que impde um limite em
quando sistemas nao-vivos se tornam sistemas vivos, ndo hd um porqué para a utilizacdo destas

técnicas tdo amplamente utilizadas pela fisica e quimica em estudos em biologia e medicina.

Vibrac¢oes moleculares

Toda molécula vibra com frequéncias caracteristicas determinadas por sua estrutura
quimica e espacial. Supondo uma molécula de N componentes, 3 graus de liberdade sdo atri-
buidos a translacdo do centro de massa da molécula e mais 3 graus sdo oriundos da rotagcdo
do seu centro de massa, ou 2 graus de liberdade caso molécula seja do tipo linear, o que da
3N - 6 (ou 3N-5) vibragdes possiveis. Modelos do tipo "massa-mola"sdo construidos através
da informagdo estrutural da molécula e as massa atbmicas de cada dtomo participante. Para
moléculas pequenas e simples, os resultados obtidos através de equacdes simples oriundas da
mecanica cldssica modelam com precisdo as frequéncias detectadas nos espectros Raman e de
absorc¢do de infravermelho. Moléculas diatdmicas, como o gds oxigénio, apresentam um tnico
pico Raman, por exemplo.

Embora seja adequada para moléculas pequenas, tal procedimento fica intratavel quando
aplicado para moléculas maiores e mais complexas. Para esses casos, métodos computacionais
como DFT!sdo utilizados embora o seu alcance para simular acuradamente espectros Raman
seja limitado [25]. A abordagem usual para se descrever vibragdes € simplificar o problema e
categorizar todas a vibragdes e agrupamentos de caracteristicas especificas, que podem se rela-

cionar com mais de um tipo de moléculas. Tais vibragdes sdo atribuidas a estruturas moleculares
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especificas como ligagdes caracteristicas (Ex: C-C, C=C, H-O e etc) ou estruturas como anéis
ou cadeias carbdnicas. Deste modo, as vibragdes que a molécula pode realizar sdo determinadas
por operacdes de simetria relacionadas com esses grupos caracteristicos. Consideracoes de si-
metria podem reduzir significativamente os trabalho no cdlculo de modos normais e frequéncia

das moléculas estudadas.

Espectroscopia de infravermelho
Historia

A radiacdo infravermelha foi descoberta em 1800, por Sir William Herschel. Ao aferir
a temperatura de cada raia espectral, apds decompor uma fonte de luz por um prisma, ele per-
cebeu que o termOmetro marcava temperaturas maiores conforme aproximava o equipamento
da porcao avermelhada do espectro e, ainda, o0 comportamento continuava mesmo que o bulbo
de merctrio ndo estivesse sendo iluminado por uma raia visivel [50], isso levou a Herschel a
conjecturar que havia uma frequéncia responsavel por transportar o calor, hoje conhecido como

uma banda, o infravermelho. J4 em 1900, Coblentz ja havia adquirido uma considerdvel cole¢do

de espectros de gases, liquidos e sdlidos [50].

Teoria

ITeoria de densidade funcional, em tradugio nossa - (Density functional theory).

A rigor, as vibracdes devem ser tratadas quanticamente. Porém, por conta de sua simplicidade, é possivel
entender como funciona o processo de absor¢do do infravermelho e o efeito Raman considerando somente molé-
culas diatdmicas e sistemas cldssicos como osciladores mecanicos e campos eletromagnéticos. Tais construgcdes
permitem encontrar resultados semelhantes aos encontrados utilizando mecénica quantica. [50]
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Classicamente os processos de absor¢do e emissdo de radiagdo estdo atrelados a va-
riacdo periddica do momento de dipolo elétrico do sistema, sendo a radiacdo absorvida, ou
emitida, de igual frequéncia a oscilagdo do dipolo. Assim, se qualquer uma das componentes
do momento de dipolo p oscilar com a mesma frequéncia incidente ocorrerd a absor¢ao.

O momento de dipolo é devido a configuragdo nuclear da molécula. Moléculas diato-
micas homonucleares ndo apresentam uma assimetria na sua distribuicdo de cargas, portanto
nao ha momento de dipolo intrinseco nesta configuragcdo. Ja para moléculas diatomicas hetero-
nucleares, podem haver assimetrias de cargas entre suas componentes €, assim, hd um momento
de dipolo ndo nulo associado. Para moléculas diatdmicas, a tnica coordenada normal do sis-
tema (3N —5, N = 2) coincide com a coordenada interna de ligagdo, q. Expandindo o momento
de dipolo em série de Taylor em termos da varidvel q na posicao de equilibrio, temos:

d
= o+ (d—“) g+ .. 2.2)
4/

onde iy € o vetor de momento de dipolo permanente. Para pequenas variagdes em relagdo a
posicdo de equilibrio podemos ignorar termos de ordem superior neste somatorio. Assim, para
dq

que haja absorcao, ou emissdo, é necessdrio que o termo (d—“> # (0 em pelo menos em uma de
0

suas componentes X,y € z. Da mecanica quantica, a amplitude de transi¢do da medida U de dois

O autor resolveu ndo adotar a notacdo de Dirac para evitar uma anotacao carregada e pouco estética. Muito
do que € aqui tratado pode ser visto sob a luz da notagdo de brakets em [52] e em [53]. Neste ultimo, também hd
discussdes sobre mecanica quintica sem o uso desta notagao.
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estados m e n € definida como :

Uy = / YU thndr 23)

Substituindo U pelo momento de dipolo e aplicando a expansdao em série de Taylor

(2.2), temos:

d
4/ 0

Vale lembrar que a familia de fun¢des de onda v),, sao as n-ésimas solu¢des do proble-
mas do oscilador harmdnico quantico. De modo que, fun¢des de onda caracterizadas por um n
par sdo pares, € para n impares implica em fun¢des de onda, também, impares. Deste modo, o
primeiro termo do segundo membro da equacdo (2.4) € nulo por conta da ortogonalidade das
fungoes v, € 1,,,.Assim, temos as seguintes condi¢des para que haja uma transi¢do do momento

de dipolo:

. (2—2) # 0. Ou seja, deve haver uma variacdo do momento de dipolo.
0

o [ nqndr # 0. Ou seja, a fungdo dentro da integral deve ser par. Como q é impar (trata
se da coordenada interna da molécula diatdmica) o produto v,,1,, deve ser par, ou seja,
as funcdes devem ter diferente paridade. Assim, temos a regra de selecio para o oscilador
harmdnico onde An = +1. Onde para a absor¢do vale o sinal positivo e para emissio

vale o sinal negativo [50].

Pela primeira condi¢do, vemos (como ja debatido anteriormente) que moléculas diato-
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micas homonucleares nao apresentam transicdo de dipolo, sendo invisiveis para a espectros-
copia de absor¢do do infravermelho (chamadas de transi¢des inativas), pois seu momento de
dipolo se mantém inalterado. O mesmo ja ndo ocorre para moléculas diatdmicas heteronuclea-
res, as chamadas transi¢Oes ativas. Este mesmo tratamento pode ser visto sob a luz da teoria de
grupos, onde a absor¢do no infravermelho serd ativa quando o estado final n v,, contiver uma

ou mais representacdes irredutiveis da coordenadas cartesianas [54], isto €, se

¥ 510 =2,y 2. (2.5)

Espectroscopia Raman
Historia

A teoria do espalhamento ineldstico da luz foi proposta por Smekal em 1923 [55]
e o fendmeno a ela associado foi primeiramente observado em 1928 por Raman e Krishnan
[56], rendendo um nobel em 1930. Batizado de efeito Raman, ou espectroscopia Raman, esta
técnica € uma das mais utilizadas para estudos de vibragdo moleculares atualmente por render
informagdes sobre a estrutura quimica e forma fisica de substancias, determinar de maneira

quantitativa ou semi-quantitativa a quantidade de uma substancia em uma amostra e identificar

substancias através de seu contorno espectral caracteristico.
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Teoria

Quando um feixe monocromatico incide sobre uma substancia ele pode ser absorvido,
refletido, espalhado ou nao interagir. Quando a energia do féton corresponde a mesma energia
da lacuna energética entre um nivel e outro, o féton pode ser absorvido e a molécula € levada
ao nivel mais energético. Esse € o principio por trds da espectroscopia de absor¢ao de UV-VIS
e de infravermelho. Tal principio ndo € aplicado ao caso do espalhamento que, deste modo, ndao
€ necessdrio que haja uma correspondéncia entre os niveis energéticos e os fétons incidentes.
Para o caso da espectroscopia Raman, ndo procuramos a "perda” do féton incidente, e sim o
desvio da frequéncia deste féton apds o espalhamento.

No espalhamento Raman, a luz interage com a molécula e distorce sua nuvem eletrd-
nica para formar um estado virtual de duracdo efémera que ao decair é reemite um féton com
um desvio de frequéncia em relacdo a frequéncia original. Esse processo causa o movimento
nuclear dos atomos da substancia e, ou a energia do féton € transmitida a molécula, ou a mo-
lécula cede energia ao foton, caracterizando assim, um processo ineldstico com um féton com
uma unidade de vibragdo diferente do féton inicial. Caso s6 haja uma modificagdo da nuvem
eletrobnica ndo hd um desvio expressivo da frequéncia do féton de saida em relagcdo ao de en-
trada. Tal fendmeno é chamado de espalhamento Rayleight e é o espalhamento dominante em
relacdo ao fendmeno Raman. O efeito Raman quando comparado ao espalhamento Rayleight
é de fraquissima intensidade, enquanto 10° a 10® f6tons sdo espalhados via efeito Rayleight
apenas 1 € espalhado via efeito Raman [25].

Neste ponto, em posse das informacdes anteriores, podemos elaborar matematica-
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mente o que foi discutido. No efeito Raman, a atividade estd ligada a uma mudanga da po-
larizabilidade molecular, contra a mudan¢ca do momento de dipolo exigida pela absorcao do
infravermelho. Classicamente, o vetor de momento de dipolo P oscila com uma combinagdo

das frequéncias incidentes e pode ser escrito como:

P=coE (2.6)

Onde « € a polarizabilidade do material e E € o campo elétrico da radiacao incidente.

Desenvolvendo o em termos de uma série de Taylor com relacdo a q:

d
a=qag+ (d—Z) q-+ ... 2.7)
0

Considerando que a coordenada q e o campo E oscilam com frequéncias v, e v, res-
pectivamente, suas equacdes podem ser descritas por:
q = qo cos(2mi,t), E = Eq cos(2mvt) (2.8)

Aplicando as equagdes (2.7) e (2.8) na equagdo (2.6), obteremos:

d
P = agE cos(2mipt) + (d_a> qoEq cos(2mpt) cos(2mu,t) (2.9)
4/ 0

Utilizando o cosseno da soma e da diferenca de dois arcos, com relagdo aos argumentos
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dos cossenos de (2.9), teremos:

P = agEq cos(2mipt) + % (Z—a) qoEo[cos(2m(vy + vy)t) + cos(2m(vy — vp)t)]  (2.10)
4/ 9

No primeiro termo do segundo membro de (2.10) temos somente o termo do espa-
lhamento Rayleight, de igual frequéncia a radiacdo incidente. J4 no segundo membro, temos
o espalhamento ineléstico Stokes e anti-Stokes, caracterizados por (vy — v,) € 1y + v, res-
pectivamente. De modo que, para que haja, de fato, espalhamento Raman, é necessdrio que a
polarizabilidade da molécula varie. Em outras palavras, € necessario que (fl—‘;‘) # (. Ainda nos
atendo a equacao (2.10), temos que a radiacdo Stokes a anti-Stokes sdo simétricas e, classica-
mente, possuem iguais intensidades. Porém, experimentalmente, observa-se que as bandas do
tipo Stokes sdo mais intensas.

Na temperatura ambiente a maioria das moléculas se encontram distribuidas no estado
fundamental, embora outras ocupem os demais niveis seguindo a distribuicio de Maxwell-
Boltzmann. Quando um f6ton promove a molécula de um estado m qualquer para um estado
virtual a molécula pode retornar ao mesmo estado, a um nivel n mais energético ou a um nivel
inferior caso esteja fora do estado fundamental. A maioria dos fétons sdo reemitidos com a
mesma frequéncia incidente e dao origem ao espalhamento Rayleight (de maior intensidade).
Quando a molécula é promovida de um estado m para um estado n hd uma perda de energia
por parte do féton neste processo e sua emissdo € mais "avermelhada” que o féton incidente,

como a maioria das moléculas ocupam o estado fundamental a segunda maior intensidade de
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espalhamento é denominada Raman Stokes, ou simplesmente espalhamento Stokes. Quando a
minoria sdo levadas a niveis mais baixos o f6ton emitido € mais energético e denomina o Raman
anti-Stokes, ou, somente, espalhamento anti-Stokes. Esse espalhamento é o menos intenso entre
todo os demais. Experimentalmente, verifica-se que a relacao entre as intensidades Stokes e

anti-Stokes:

La _ (V0+Vv)4€xp (__ev> 2.11)

Is vy — Uy kT
Onde e, € a energia do novo orbital, apds a transicao, k é a contante de Boltzmann e
T € a temperatura em Kelvin. Para explicar essa diferenca, devemos, langar mao do modelo
quantico para tal. Quando um f6ton incide sobre uma molécula, ocorre uma pertubagdo em to-
dos os niveis energéticos dela, € como se houvesse um estado intermedidrio de energia, também
chamado de estado virtual. Matematicamente, em termos da teoria da pertubacdo dependente
do tempo, esse processo se manifesta como um somatdrio com contribui¢do de todos os niveis
de energia 2. (Em seguida caindo para um nivel de energia excitado.) O momento de transicio
induzido pode ser escrito como P,,,, = (ay;), E com i,j = x,yez. Estas equagdes valem
para o espalhamento Rayleight, onde é considerada a polarizabilidade intrinseca. Para o efeito
Raman devemos considerar as derivadas de o em relagdo a q. De modo que, oz;j = <Z—‘;)O é

chamado de Tensor Raman [50]. Para que haja sinal Raman, € necessario que a0 menos uma

das seis integrais, jd que o tensor € simétrico, no momento de transicao seja dada por:

(i) ym = / Ym0 hpdT (2.12)
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Aplicando a série de Taylor (2.7) na integral (2.12), temos:

d
(i), = () / rtbadr + (d—j) / Pmqtind 2.13)
0

Para m=n, temos o termo correspondente a radiacdo Rayleight. Caso contrario a in-
tegral serd nula, como explicado no caso do infravermelho. Assim como também discutido
no caso da absorcdo do espectro IV, a integral do segundo termo gerara as regras de selecao
para as transi¢des dos estados vibracionais, onde o An = +1 caracteriza a radiagdo Stokes, e
An = —1 caracteriza a anti-Stokes. Assim, para que haja sinal Raman efetivo, é necessario
que a polarizabilidade da molécula se altere ou, em outras palavras, que <d§—;j>0 # 0. Assim
como feito para a absor¢do no infravermelho, esse resultado prévio pode ser obtido pela luz da
teoria de grupos. De modo que uma transicao vibracional serd ativa no Raman se o estado final
contiver a0 menos uma representagdo irredutivel das coordenadas do tensor de polarizabilidade

da molécula [54], ou seja:
s 510 (2.14)

¥ 5T 4 j=xy,2Vi#] (2.15)

Para fins de completeza da teoria, a intensidade do sinal Raman € diretamente pro-

porcional do quadrado do tensor de probabilidade ( a probabilidade de transi¢ao, como feito

20 conceito por tris de todo o processo a luz da teoria da pertubacdo, Raman e Rayleight, pode ser conferido
em detalhes em [57], caso queira conferir a teoria da pertubacido dependente do tempo, de modo mais geral e
acessivel, confira [52].
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por Max Born [49]), e também € proporcional a quarta poténcia da frequéncia incidente 3. Tal

relacdo € expressa por [50]:

1 2
I, = ( Om >on4| (i), |2 (2.16)

9ct

Onde ] e v sdo a intensidade e a frequéncia da radiacdo incidente.

As figuras a seguir ilustram o que foi comentado anteriormente. A figura 2.4 esque-
matiza o processo de espalhamento Raman e Rayleight. A figura 2.5 exemplifica a relagdo de
intensidades entre o espalhamento Stokes e anti-Stokes para a molécula de ciclohexano. Na
esquerda, em um quadro de ampliacdo, € possivel ver que o Raman anti-Stokes € comparativa-
mente muito menor do que espalhamento Stokes. Ja na figura 2.6 o mesmo € feito em relacdo
ao espalhamento Rayleight e Stokes. Ao centro, com o zero do eixo X posicionado no centro
da raia de excitacao, € possivel ver a absurda disparidade de intensidades entre o espalhamento

Stokes, a direita (espectros A e B) e Rayleight *.

Regras de selecao

Uma regra de sele¢do simples e qualitativa pode ser aplicada para entender se uma
molécula, ou um grupo molecular, ird produzir um sinal Raman. Quando uma vibra¢cdo mo-
difica a polarizabilidade da nuvem eletronica ao redor do 4tomo temos um forte sinal Raman.

Geralmente, vibracdes simétricas como as em moléculas diatdmicas mononucleares (Ex: O,

3Para aspectos tedricos e prticos sobre a relacdo da intensidade Raman e a frequéncia (inclindo a nio citada
equagdo de Kramer-Heisenberg-Dirac), consulte [25, 58]

“Em espectroscopia em geral, é comum substituir a unidade de comprimento de onda (nm) por niimero de onda
(cm™1) por razdes de comodidade.
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Diagrama esquematico dos fenomenos de espalhamento

Ya

Estados virtuais

Espalhamento

Raman Stokes

Rayleight

Raman anti-Stokes

Figura 2.4: Diagrama esquemdtico dos processos de espalhamento da luz. Da esquerda para a direita temos,
espalhamento Stokes, Rayleight e anti-Stokes, respectivamente.Fétons de energia inicial (em verde) sdo espalhando
ou em fétons de mesma energia, ou em fétons menos energéticos (em vermelho) ou em fétons mais energéticos
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Figura 2.5: Espectros Stokes (direita) e anti-Stokes (esquerda) do ciclohexano. H4 uma enorme diferenga entre as
escalas dos espectros. Fonte: Imagem retirada do primeiro capitulo de [25]
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Figura 2.6: Exemplo de espectros Raman com e sem filtro. Em A vemos a predominancia do espectro Rayleight ao
redor da origem. Em B, o funcionamento de um filtro e a amortizacdo do espalhamento Rayleight. Fonte:Imagem
retirada do segundo capitulo de [25]

ou Ny) causam grandes mudancgas na distribuicao da nuvem eletronica e dao um fortissimo si-
nal Raman. Em contraste, quando hd a mudanca do momento de dipolo da molécula nao ha
qualquer sinal Raman, somente a absorc¢ao da radiacdo incidente. Esse € o principio por trds da
espectroscopia de absorc@o de IR. Vibragdes assimétricas sdao caracterizadas por modificacdes
do momento de dipolo em moléculas e grupos vibracionais e produzem fortes assinaturas de
absorvancia na espectroscopia de IR.

Comumente, grupos de vibra¢des de moléculas e grupos moleculares apresentam com-
binacdes de vibragdes simétricas e assimétricas, de modo que, para se obter a informacao com-
pleta sobre a estrutura vibracional molecular utiliza-se ambas as espectroscopias. Na figura

2.7, é possivel ver ambos o0s espectros de absor¢ao de IR (metade superior) e Raman (metade
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inferior) para o 4dcido benzoico. E possivel perceber que em alguns picos onde hd sinal Ra-
man intenso, como no pico em 1000 ¢!, ha uma baixa absorvancia por parte do espectro IR

marcada pelos alto valores de transmitancia (%T).

%T

4000 3000 2000 1500 1000 500 105

cm™!

Figura 2.7: Espectros de absorcdo de IR e Raman do 4cido benzoico, dois processos complementares. Fonte:
Imagem retirada do primeiro capitulo de [25].

2.4 Analise de componentes principais - PCA

A andlise de de componentes principais (ACP ou PCA do inglés) é uma das técnicas
de multiplas varidveis mais empregadas na discriminacio de padrOes entre amostras. Isso se

deve a simplicidade de sua concepcao e ao seu poder gréfico de criagdo de clusters de varidveis

Universidade de Brasilia p. 46



descorrelacionadas. O PCA visa a reducdo do espaco vetorial de varidveis originais e a sua
reorganizacao ordenada em termos da contribuicao das variancias das componentes. Isso torna
possivel a eliminacdo de sobreposi¢des de informacao e permite a escolha de formas mais repre-
sentativas de dados a partir de combinagdes lineares das varidveis originais. Em outras palavras,
o PCA reorganiza a distribui¢do de dados em termos de eixos significativos, as componentes
principais (PC’s), onde ocorrem as maiores varidncias dos dados. Visualmente, isso € uma ro-
tacdo dos eixos das componentes originais para um novo sistemas de eixos, os da componentes
principais. Isso pode ser visualizado na figura 2.8. Nela, podemos ver, em (A), um conjunto
de dados bidimensionais dado pelas varidveis X; e X5. Em seguida, em (B), sob a nuvem de
dados aplica-se dois eixos que caracterizam os sentidos de maiores variagcdes no conjunto de
dados. Por fim, em (C), os dados sdo apresentados apenas pelos eixos das PC1 e PC2.

Para determinar as componentes principais, deve se:

e obter os dados, M amostras de ordem N;

e determinar a média destes dados;

e subtrair o vetor médio (outra maneira de se referir a média) de todos os itens que formam

os dados;

e gerar a matriz de covariancia. De ordem nxn, essa matriz € gerada pela média do produto

de cada subtracdo por ela mesma;

e determinar os autovalores e autovetores da matriz de covariancia e
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Figura 2.8: Esquematiza¢do do funcionamento do PCA sobre um conjunto de dados qualquer. De (a) para (c), vé
se o funcionamento progressivo do processo. Fonte: Imagens retiradas de [59]
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e gerar a matriz de Hotelling, que nada mais € que uma matriz ordenada por ordem decres-
cente, com suas linhas formadas pelos autovetores, com base na ordem decrescente de

autovalores.

O tratamento matemadtico que tange a teoria por trds do PCA, embora muito interes-
sante, ndo € abordado aqui, com mais profundidade, por fugir ao escopo desta dissertacdo de
mestrado. Porém, ao leitor mais interessado, o autor recomenda diversas obras, com diferentes

graus de aprofundamento, como [60, 61, 62, 63, 64, 65].

2.5 Analise de Variancia - ANOVA e o teste de Tukey

A anélise de variancia ou ANOVA € uma ferramenta de andlise estatistica usada para
comparar trés, ou mais, distribui¢cdes de uma medida entre si com base em um fator em comum
entre as amostras. De modo que a ANOVA ¢é uma generalizacao do teste-t de Student. Além
de considerar a média das distribui¢des, informacdo essa que pode ser insuficiente para discri-
minar os grupos de amostras (principalmente quando estas possuem médias muito proximas), a
ANOVA leva em consideracdo a variagdo da medida dentro de cada amostra.

Um dos principais objetivos da técnica, e um dos mais empregados, € verificar se ha
diferenciacao entre trés ou mais grupos de amostras com base em um teste estatistico. Para tal,

assim como no teste de Student, é definido um teste de hipotese como se segue:

e [1; - ndo h4 diferenca significativa entre as amostras;

e H5 - hd ao menos uma amostra diferente das demais.
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Caso os grupos apresentem a mesma variabilidade e a mesma média de desempenho,
as suas médias tendem a se sobrepor, o que confirma a primeira hipétese, ;. Caso contrario,
teremos a confirmacao da segunda hipétese Hs, com grupos de mesma variabilidade mas médias
distantes entre si. Deste modo, temos distribui¢cdes cada vez menos sobrepostas entre si. Neste
ponto, podemos fazer um paralelo com o conceito 6tico de poder de separacdo. Onde, de inicio
temos dois objetos tdo proximos entre si, ou com uma baixa resolu¢do do aparato 6tico, que em
relagdo ao observador, os objetos parecem ser um s6. Quando substitui a 6tica do equipamento
por, digamos, um poder de resolu¢do maior o contorno que antes era um so, agora € um contorno
de dois objetos, como pode ser visto na figura 2.9. Deste modo, a técnica ANOVA ¢ utilizada
como aparato Otico para verificar se, de fato, duas distribuicdes sdo diferentes entre si. Para tal,
e de maneira simplista, usa-se o critério do valor P para definir se de fato hd separacdo entre os
grupos amostrais.

Porém, embora capaz de discriminar grupos amostrais, a ANOVA ndo € capaz de in-
dicar quais amostras diferem de qual sob uma mesma caracteristica. Para que obtenhamos uma
andlise mais completa € necessério que outra andlise seja feita em conjunto, o teste de parea-
mento de Tukey. O teste de Tukey é uma poderosa ferramenta estatistica ao ser capaz de fazer
comparacdes entre todas as amostras e por ser de facil aplicagdo. O teste consiste de compa-
racdes entre todas as médias amostrais € se baseia na diferenga minima significativa. Neste
célculo utiliza-se a distribuicao da amplitude de Student, o quadrado médio dos residuos (an-
teriormente calculados pelo ANOVA), e o tamanho amostral dos grupos. Quando o tamanho
amostral entre os grupos € igual, o teste de Tukey € dito exato. Caso contrério, é conhecido

como teste de Tukey-Kramer.
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Os tratamentos matematicos que tangem as teorias por trds da ANOVA e do teste de
Tukey, embora muito interessante, ndo sdo abordados aqui, com mais profundidade, por fugirem
ao escopo desta dissertacdo de mestrado. Porém, ao leitor mais interessado, o autor recomenda

diversas obras, com diferentes graus de aprofundamento sobre os assuntos, como [60, 61, 62,

63, 64, 65].

(a)

Vi

\/ \/

V Y
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/ I\ I\

{ Iy I\
N P VRS

Figura 2.9: Poder de separacdo de dois sinais luminosos. Em (a), (b) e (c) vé-se, de fato, o grau de separagdo em
dois sinais luminosas em diferentes graus. Logo abaixo, as respectivas curvas de cada fotografia. Fonte: Imagem
retirada de [66]
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

As atividades experimentais que guiaram esta dissertacdo podem ser divididas em qua-
tro etapas principais. A primeira consiste na identificacdo por sequenciamento do RNA das
microalgas utilizadas. Em especial, discute-se o por que da utilizagdo da alga Chlamydomo-
nas sp. como principal objeto de estudo da dltima etapa deste trabalho. A segunda etapa se
refere a constru¢do de uma bateria de micro-reatores automatizados para o estudo das algas.
A terceira envolve o cultivo e a manuten¢do das cepas em ambientes controlados. Posterior-
mente, na quarta etapa, os materiais, equipamentos e o pré-tratamento dos dados sdo expostos
em detalhes. Este capitulo traz consideracdes de natureza pratica a respeito do uso de técnicas
espectroscOpicas para identificar e descriminar trés cepas de microalgas e, também, o uso de
tais ferramentas para analisar a produgdo de biomoléculas de uma cultura de microalgas, com

diferentes aclimatagdes.
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3.1 Microlagas

Neste trabalho utilizamos trés espécies de microalgas, Chlamydomonas sp. (LBA40),
Chlorella sorokiniana (LBA39) e Nannochloropsis oceanica. As cepas LBA39 e LBA40 foram
cedidas pela Embrapa, enquanto que a cepa de Nannochloropsis foi adquirida comercialmente.
A identificagdo de microalgas nem sempre € uma tarefa facil, visto que muitas espécies sao
morfologicamente idénticas entre si. Mesmo com tamanhos e formas aproximados, diferentes
espécies apresentam metabolismos significativamente distintos. Assim, a distingdo de espé-
cies carece de uma identificacdo correta, e por isso, técnicas de identificacdo moleculares que
analisam regides especificas do DNA sdo amplamente utilizadas. A identificacdo precisa das
algas utilizadas neste trabalho foi realizada pela EMBRAPA, a partir do isolamento de regides
especificas do DNA mitocondrial presente em 30 mg de biomassa fresca usando o brometo de
cetiltrimetilamdnio (CTAB)[67]. Todas as algas utilizadas neste estudo passaram pelo processo
de identificacdo. Para maiores detalhes do processo de extracdo de DNA, materiais e softwares

utilizados, locais de coleta e todas as algas usadas consulte [67, 47].

Chlamydomonas sp.

Chlamydomonas € um género de alga verde unicelular com mais de 500 espécies ja
descritas [68]. Essas microalgas sdo encontradas em todo mundo, no solo, na dgua doce, nos
oceanos € até mesmo na neve no topos de montanhas. Possuem parede celular, cloroplasto, um
"olho vermelho"que serve como sensor de luz e dois flagelos utilizados para movimento do tipo

nado de bracada. Sdo utilizadas como sistemas modelo no estudo de diversos problemas em
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Figura 3.1: Imagem obtida por microscépio 6ptico de um individuo do género Chlamydomonas. Fonte:Imagem
retirada de [73]

mobilidade flagelar, genética, biologia molecular e celular. Em particular, elas tém recebido
grande atencdo pelo seu potencial na biorremediagado, producio de biocombustiveis, hidrogénio
molecular e farmacos [69, 70, 71, 40]. Além disso, o seu genoma revela a evolugdo de diversas
fungdes importantes em plantas e animais [72]. Uma imagem desta microalga pode ser vista na
Figura 3.1.

Neste trabalho, a alga Chlamydomonas recebe uma atencdo especial. Em estudos pre-
liminares de aclimata¢do, com um cultivo em um meio de cultura carente de nutrientes, esta
alga apresentou um notdrio amarelamento em relag@o as demais microalgas. Para mais detalhes

veja a secdo 4.3
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3.2 Fotobiorreatores

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema automatizado para a cultura de microalgas
de forma paralela e automatizada. Na Figura 3.2 o sistema € ilustrado através de diferentes pers-
pectivas do modelo 3D. Na Figura 3.3 sdo mostradas algumas fotos do sistema real utilizado.
Suas principais caracteristicas sdo as seguintes.

O sistema € composto por oito fotobiorreatores (FBR) idénticos e independentes. Em
cada um deles a cultura é mantida em um frasco circular de vidro borossilicato com didmetro
externo de 28 mm, altura 85 mm e volume total de até 40 ml. O frasco possui boca rosqueada
na qual uma tampa de polipropileno pode ser enroscada. A parte superior da tampa possui uma
abertura circular, com diametro igual ao didmetro interno da boca do frasco de vidro. O frasco
pode ser vedado de forma hermética colocando-se um septo de silicone entre a tampa e o frasco.
Para que haja troca de ar com o ambiente externo, o septo pode ser substituido por um filtro de
teflon, neste caso temos uma troca passiva. Para um troca ativa e controlada, pode ser utilizado,
no lugar do septo ou do filtro, um disco de plastico duas conexdes para entrada e saida de ar
embutidas.

Além do frasco, cada FBR possui um compressor de ar, um agitador, um painel de
iluminacdo e um sensor de densidade. Todos esses componentes sdo presos no bloco do reator
no qual o frasco é encaixado.

O objetivo do compressor € arear a cultura, mantendo as concentragdes de didxido
de carbono e o oxigénio em niveis adequados além de promover a homogenizacdo da cultura

através da agitacdo causada pelo movimento vertical da subida das bolhas de ar. Ele possui
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conexdes para tubos na entrada e na saida de ar, sendo capaz de bombear até 0,25 L/min dentro
da cultura, e pode ser utilizado para bombear o ar natural atmosférico ou algum ar sintético
preparado e armazenado em um reservatério externo.

O objetivo do agitador € manter a cultura homogénea, impedindo a precipitacdo no
fundo do frasco e a formacao de filme de microalgas nas paredes do frasco. Ele é um agitador do
tipo magnético e foi construido colando-se um pequeno ima de neodimio cilindrico, encaixado
em um disco de plastico, na parte central das pas de uma ventoinha com dimensoes 30 x 30 x 10
mm. O campo magnético desse ima giratorio faz girar outro ima, envolto em teflon e submerso
no fundo do frasco, que funciona como uma pa giratéria. Um adaptador de plastico prende o
agitador no bloco do reator, logo abaixo do fundo do frasco.

O painel de iluminacdo pode ser montado com diferentes tipos de leds. Neste trabalho
utilizamos trés leds brancos neutros (5000 K) com 3 W de poténcia mdxima cada. Na Figura
3.4 é mostrada sua irradiancia espectral, determinada através do uso de um espectrofotdmetro
(espectrometro CCS200 com fonte de luz SLS201L, ambos da Thorlabs) e medidor de poténcia
luminosa (PM160T, Thorlabs).

O sensor de densidade € composto por um led (5 mm, branco e 6000 K) colocado a
frente de um sensor de luz digital (Tcs34725, AMS), ambos presos no bloco do reator, sendo
que entre eles, ou seja, no caminho 6tico do sensor, temos a regido onde o frasco é encaixado.
A densidade de microalgas pode ser calculada a partir da variacao relativa da luz medida pelo
Tcs34725, causada pela cultura dentro do frasco. O Tcs34725 é capaz de medir a luz a partir
de trés canais, azul, verde e vermelho, cada um relacionado a uma responsividade maxima em

um comprimento de onda diferente, no caso, 465 nm, 525 nm e 615 nm, respectivamente. A
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2 e a densi-

relagc@o entre a responsividade em cada canal do sensor, dada em leitura puWWem™
dade de microalgas na cultura dentro do frasco, dada em microalgas/ml, é obtida através da
contagem direta de microalgas na cultura obtida com auxilio de uma camara de Neubauer e um
microscopio 6tico. Na Figura 3.5 € mostrada a curva de calibragdo do sensor. Neste trabalho
utilizamos o canal vermelho (615 nm) do Tcs34725 para acompanhar a densidade da cultura
dentro do reator. No nosso caso, esse comprimento de onda € interessante pois, entre os trés
disponiveis, apresenta menor espalhamento na dgua e estd fora das regides de absor¢do dos
pigmentos ativos.

O bloco de cada reator foi impresso em uma impressora 3D alimentada com pléstico
PLA. Ele foi projetado para que todos os componentes descritos acima possam ser facilmente
montados e conectados através de cabos elétricos no conector de controle do reator.

O sistema completo é alimentado com uma fonte chaveada de 60 W (12 VDC e 5
A) e controlado a partir de uma placa micro-controlada Arduino Mega 2560. O software de
controle permite que o sistema funcione de forma autonoma de acordo com pardmetros pré-
definidos, além de permitir que o usudrio altere esses pardmetros a qualquer instante através de
uma interface de comunicagio serial entre a placa Arduino Mega e um computador com tela,
teclado e sistema operacional Linux ou Windows. O estado de cada reator (iluminagao, fluxo
de ar, agitacdo e densidade da cultura) ao longo do experimento € registrado periodicamente em
um arquivo de log gravado no computador. A visualizacdo desses dados € feita plotando o log

em tempo real através de um programa escrito na linguagem de programacao Python e que faz

uso das bibliotecas Matplotlib e NumPy.
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3.3 Cultivo e manutencao

O cultivo das microalgas foi performado em meio BG11 [37, 74], e apenas ao cultivo
de Nannochloropsis foi acrescentado sal marinho na concentracio de 15 g/l. As trocas gasosas
ocorrem naturalmente através de um filtro de teflon hidrofébico acoplado individualmente a
tampa de cada frasco. O processo de trocas gasosas € auxiliado por um agitador orbital configu-
rado para operar em periodos de 15/15 min ligado/desligado a 180 rpm. Ambas as culturas sdo
mantidas em viais de 40 ml que recebem manuten¢do a cada semana, quando a cultura é repi-
cada e os recipientes sdo trocados por frascos limpos. A iluminagdo € feita com o uso lampadas
fluorescentes e um timer elétrico, para alternar em periodos de claro e escuro de 12 horas cada,
ligados a rede de energia do laboratério. Além disso, amostras periddicas sdo coletadas para
reinicio das culturas. A temperatura de colheita das microalgas foi estimada em 27° £ 5°. O
erro na temperatura foi estimado com a oscilacao térmica diurna do laboratdrio e a transferéncia

de calor da lampada no periodo de ativagdao. Todo o processo ocorre ao longo de uma semana.

3.4 Materiais, equipamentos e pré-tratamento dos dados

Aquisicao dos espectros Raman
Preparacao das amostras

Frequentemente, os experimento de espectroscopia Raman sofrem de fotodegradagao
e fluorescéncia da amostra [25]. Com o propodsito de evitar tais problemas caracteristicos, foi

desenvolvido um procedimento de lavagens seriadas que resultam na formagao de um aglome-
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rado na forma de flocos homogéneos e imidos. Tal técnica, permitiu que os flocos submetidos
a andlise permanecessem tmidos ao longo de todo o processo, o que evitava a fotodegradacao
por aquecimento e, por consequéncia, o aparecimento de bandas de fluorescéncia [75]. Para o
caso excepcional da Chlamydomonas, além da formagao dos flocos imidos, a lavagem seriada
evita o a formacdo de grandes cristais de sal que atrapalham consideravelmente a aquisicao dos
espectros.

O processo consiste na deposi¢do de 1 ml do material algal recém coletado dos reatores
em frascos do tipo Eppendorf de 1,5 ml, que sdo submetidos a uma centrifugagdo a 10000 rpm
durante 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante é removido e no lugar aplicasse 1 ml de dgua
destilada, que é submetido, novamente, ao processo de centrifugacao. Este ciclo é repetido por
mais trés vezes ao longo do processo de lavagem. Apds a lavagem, a amostra € depositada
em uma ladmina de microscopia que € posta, por 4 minutos ¢ a 50°C, em uma estufa. Tal
procedimento, forma biofilmes concisos e espessos que retém a umidade na amostra, permitindo
espectros reprodutiveis ao longo de todas as aquisi¢des. Apds o tratamento térmico, as amostras

sdo prontamente submetidas ao espectrometro Raman.

Instrumentacao

Para a realizacdo dos espectros foi usado o espectrometro LabRAM HR Evolution
da Horiba, equipado com grade de 1800 linhas/mm e com detector CCD [Syncerity OE]. Os
espectros foram obtidos com um laser semicondutor sintonizado na linha 405 nm (0,4 mW)
focalizados nas amostras com uma objetiva de 50 x (O foco foi escolhido de tal modo que o

sinal de Raman fosse o maximo, isso implicou que o foco estivesse sobre as microalgas com
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uma profundidade aproximada de 1 micrometro). Os espectros foram registrados no intervalo

1 1

espectral entre 750-1750 ¢m ™", com resolucdo espectral de 0,5 cm™". Os espectros foram
obtidos por meio de 5 acumulacdes de 12 segundos cada. A remocdo da radiacdo de fundo
foi feita pelo software LabRAM6. Foram adquiridos entre 13 a 15 espectros por espécie de

microalga. O autor presta os seus sinceros agradecimentos ao CNANO, por ceder o espago € 0s

equipamentos para a realizacao deste trabalho.

Processamento de dados

Os espectros Raman adquiridos foram submetidos a uma série de rotinas computacio-
nais para que a comparacao entre as amostras de diferentes tipos de preparo ou entre espécies
estivessem em pé de igualdade, ou seja, em uma mesma escala. Tais diferengas entre os espec-
tros brutos é devida a uma série de fatores oriundos da montagem da lamina de microscopia,
bem como a dilui¢d@o das algas no reator.

Para que os espectros fossem compardveis entre si, todos passaram por uma suavizagao
com o uso de um filtro de Savitzky-Golay (windows=51, grau polinomial=7). Em seguida, os
espectros foram submetidos a uma remocgao de linha de base por quadrados minimos assimé-
tricos [76]. Por fim, os espectros foram normalizados pelas suas respectivas areas e, foi gerado
para cada amostra uma matriz de variincias. Todas essas etapas foram desenvolvidas pelo au-
tor com a linguagem PYTHON][77] e os pacotes computacionais NUMPY[78] e SCIPY[79].
As matrizes das variancias foram submetidas a andlise de multivaridveis via PCA em relacdo a
covariancia. A atribui¢do dos picos foi feita com a média dos espectros de cada amostra, apos

passarem por um processo de deconvolugdes por pacotes de distribui¢des do tipo Pearson VII
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[80] através do programa PEAKFIT.

Aquisicao dos espectros de absorc¢ao de UV-VIS
Preparacao das amostras - Extracao de pigmentos em acetona

Para analisar a concentracdo de pigmentos no interior das células, foi utilizado um
processo adaptado de extracdo por acetona pura [81, 82, 83, 84, 85]. Para tal, um mililitro das
amostras retiradas dos reatores foram depositadas em tubos Eppendorf de 1,5 ml e submetidas
a uma centrifugagcdo de 5 minutos a 10000 rpm. O sobrenadante foi substituido por acetona
pura. ApOs isso, as amostras foram levadas a um banho de batimento ultrassonico por 30
minutos, para fragmentar as células e facilitar o processo de extracdo. Logo apds, os pinos sdao
centrifugados, com as mesmas configuragdes supracitadas, para que o material celular nadante
ndo interfira com a leitura espectroscopica. Ao final do processo o material é prontamente

depositado em cubetas de quartzo e submetidos a andlise.

Instrumentacao

Os espectros de absorc¢do Optica foram obtidos a temperatura ambiente usando um
espectrofotometro UV-Vis-NIR de duplo feixe (Shimadzu UV 2600), operado no intervalo de
de 400 — 900 nm. O autor presta os seus sinceros agradecimentos ao CNANO, por ceder o

espago e os equipamentos para a realizacao deste trabalho.
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Processamento de dados

Para propésitos de comparagio, os espectros foram submetidos a alguns processos de
tratamento de modo que, quando analisados, ndo fossem feitas afericdes errdneas das concen-
tracOes relativas entre carotendides e clorofilas. Deste modo, os espectros obtidos passaram
por um programa para a remog¢ao das linhas de base oriunda ou da fluorescéncia, ou de baixas
concentracoes de algas nos reatores. Logo apds, os espectros foram normalizados de acordo

com a amplitude da banda 432 nm.

Aquisicao dos espectros de absorcao de infravermelho - FTIR
Preparacao das amostras

Os procedimentos adotados foram os mesmos empregados na preparacao das amostras
que foram submetidas a andlise Raman. Com a excecdo de que, ao final da lavagem, uma
gota de biofilme foi depositada sobre o o cristal do equipamento de FTIR. Como, no FTIR a
dgua tem uma enorme banda caracteristica, amostras umidas possuem uma forte presenca desta
substancia. Com o propésito de mitigar as bandas caracteristicas da dgua, os espectros foram
adquiridos ao longo de 40 minutos, com uma leitura a cada dois minutos. Assim, podemos

acompanhar o decréscimo do excesso de 4gua na amostra.

Instrumentacao

As experiéncias de FTIR foram realizadas usando um espectrometro Bruker (modelo

Vertex 70). A analise foi realizada usando o médulo de refletincia total atenuada — ATR. A
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média das medidas foi de 96 varreduras, aos quais foram realizadas em uma resolugao de 4

1

em~ ! no intervalo de 400 a 4000 cm~!. O autor presta os seus sinceros agradecimentos ao

CNANO, por ceder o espaco e os equipamentos para a realizacao deste trabalho.

Processamento de dados

Para fins de comparacdo entre as amostras, foi realizada a remocao da linha de base dos
espectros e a normaliza¢do pelo pico ao redo da posi¢do de 1650 cm ™! |, regido caracteristica
da Amida I, atribuida as vibracdes de estiramento v(C=0), tipicos desta proteina. Utilizamos
esta normalizacdo para evitar as flutuacdes de leituras oriundas da espessura variavel da camada
de biofilme das amotras. Os espectros de todas as microalgas mostraram bandas de absorcdo
semelhante na faixa de 900 a 3100 cm~!. No caso da aclimatacdo das algas, essas bandas se
modificaram em intensidade e formato, o que indica alguma modificacdo do biomolecular no
interior das algas. Tais picos foram atribuidos a diferente grupos moleculares com base em

padrdes bioquimicos disponiveis na literatura [86, 87, 88, 89, 90].
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Figura 3.2: Modelo 3D esquemadtico de um micro-reator construido neste trabalho. Legenda: (a) vial de 40 ml
contendo meio de cultura e um bastdo de agitacdo (ndo mostrado na figura); (b) bomba de ar para aeragdo; (c)
tubos para aeragdo e descarte; (d) ventoinha com um ima na embutido, para ventilagdo e agitacdo do bastonete; (e)
led branco 6000K; (f) sensor de atenuacéo 6tica; (g) barramento para comunicacdo com o microcontrolador; (h)
aleta com o sistema de leds; (i) vial com dgua para umidificar o ar e assim evitar perca de d4gua por evaporacao; (j)
vial de descarte; (k) case pldstico para acomodar o sistema e (m) case para acomodar os viais externos.
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Figura 3.3: Sequéncia de fotografias do micro-reator desenvolvido ao longo deste trabalho. Nas tré€s primeiras
imagens, linha superior, t€m-se diferentes dngulos de uma unidade de um micro-reator. Logo abaixo, uma imagem
do bloco de reatores utilizados para realizagdo dos experimentos de aclimatagdo de microalgas.
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Curva de irradiancia espectral.
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Figura 3.4: Curva de irradiancia espectral, uma descri¢do grafica da fonte de luz utilizada nos reatores. Os princi-
pais picos sdo distribuidos ao longo das regides de maior aproveitamento fotossintético, azul e vermelho (picos em
450 nm e 590 nm, respectivamente). Ha também uma deficiéncia na banda das cores verdes e amarelas (470-550
nm). Regido marcada por ndo haver aproveitamento efetivo da luz pelas algas).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, estdo sintetizados alguns dos resultados obtidos ao longo da realiza-
¢do deste trabalho, que comprovam que o aparato, a metodologia e o tratamento de dados aqui
empregados podem ser utilizados no estudo efetivo da producdo de biomoléculas no interior
de microalgas. Inicialmente, sdo apresentados dados referentes ao processo de identificacdo e
caracterizacdo das trés microalgas usadas. Este processo, serviu como baldo de ensaio para o
aperfeicoamento da técnica até culminar na ultima etapa. Na segunda parte, apresentamos da-
dos referentes a calibragcdo do sistema de micro-reatores. Por fim, sdo mostrados os resultados
dos experimentos finais, onde a utilizacao do sistema desenvolvido é empregada para estudar
os efeitos de diferentes aclimatagdes de intensidade luminosa e concentracao de nutrientes dis-

poniveis nas cepas de Chlamydomonas sp.
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4.1 Primeira etapa

Espectroscopia Raman - identificacao e caracterizacao de trés espécies de
microalgas.

A figura 4.1 mostra os espectros Raman médios das trés microalgas utilizadas neste
trabalho. Visualmente, os espectros sdo muito semelhantes entre si, a0 ponto de que nenhum
pico ou banda caracteriza unicamente uma amostra de alga das demais. Para que se diferencie
as algas umas das outra, procurou-se por caracteristicas comuns a elas que possam ser sub-
metidas a andlise e, por fim, gerem uma assinatura de cada espécie. Sendo assim, buscou-se
por decompor o espectro médio de cada alga por alguns pacotes de curvas caracteristicas de
vibragdes moleculares especificas de algumas moléculas. Estes espectros sdo ressonantes em
relacdo a dois compostos, posteriormente atribuidos a dois grupos de pigmentos, carotenoides
e clorofilas. Tal afirmacdo se deve ao fato de que, durante as investigagdes preliminares foi
verificado que utilizando os lasers de 405 e 532 nm, constatou-se um acréscimo considerdvel a
intensidade de alguns picos em relacdo a outros, como pode ser visto na figura 4.2. Na figura,
vemos a comparacgdo entre os espectros da Chlorella, obtido com as raias de 405 e 532 nm e
o sinal Raman da clorofila-A (405 nm)[91]. Quando alternadas as frequéncias dos lasers de
excitagdo, percebe-se que hd um crescimento acentuado da banda entre 1200-1500 cm ™! e os
picos em 1006, 1158, 1187, 1525 e 1555 cm ! para o laser de 405 e 532 nm, respectivamente.

A comparagdo direta entre os espectros adquiridos para a CO, o espectro da clorofila-A e o

espectro Raman do 5 — caroteno [92](obtido com um laser de 632,8 nm e ndo mostrado na
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figura) corrobora a ideia apresentada em [93], de que os espectros Raman resultantes de um
conjunto de biomoléculas, todas as substincias no interior das algas, sdo uma superposi¢ao li-
near dos espectros individuais de cada molécula presente. De fato, os picos mais pronunciados
dos espectros das algas sd@o prontamente atribuidos ao contorno caracteristico dos carotenoides,
principalmente quando comparamos o espectro de 532 nm com o espectro padrdo em [92]. O
mesmo acontece com a clorofila-A em comparacao ao espectro da Chlorella com o laser de 405
nm, como pode ser visto na figura 4.2. O realce que ocorre em alguns picos, dependendo da
fonte utilizada, € oriundo do fato de que o comprimento de onda dos lasers estd proximo de
uma frequéncia de transicao eletronica caracteristica destas substancias, conhecido como ex-
citacdo Raman ressonante [25, 94, 95]. Isso pode ser usado, de maneira limitada e grosseira,
para a construcdo de um perfil de excitacdo ressonante [25]. Os comportamentos espectrais
encontrados para a Chlorella sao também vélidos para as demais algas utilizadas no trabalho.
A relacdo do tipo de vibracdo e sua atribui¢do a presenca de biomoléculas, para cada alga, pode
ser conferida na tabela 4.1

Como se pode perceber, os espectros Raman das microalgas sdo sensiveis aos compri-
mentos de onda utilizados para a andlise. O que candidata o uso da espectroscopia Raman para
estudos de microalgas. Porém, devido a grande similaridade entre os contornos espectrais das
algas (figura 4.1), os sinais por si s6 ndo sdo suficientes para discriminar as cepas. Para tal, é
necessdrio o uso de uma técnica estatistica que possa lidar com as pequenas variacdes invisiveis
por inspecdo visual. De fato, existem uma miriade de técnicas candidatas [96] cuja a escolha é
ditada pelo tipo de dados que o experimentador tem e qual o objetivo a ser alcancar ou verifi-

car. Assim, utilizou-se de uma ferramenta de andlise estatistica multi-variacional, o PCA. Ao
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Figura 4.1: Os espectros da trés microalgas utilizadas neste trabalho.

reduzir o espaco vetorial dos espectros, de medidas correlacionadas, para poucas componentes
ndo correlacionas (as principais), o PCA possibilita que segreguemos os grupos de cada alga
em nuvens separadas no espaco das componentes principais (confira a secdo 2.4), através da
constru¢cdo de um grafico de clusters. De modo que cada ponto na nuvem estd intimamente li-
gado com um dos espectros adquiridos para aquele tipo de cluster. Os resultados compilados do
PCA das trés semanas dos experimentos podem ser vistos na figura 4.4, onde cada semana esta
representada individualmente em (a), (b) e (c) e as trés semanas juntas em (d), respectivamente.
Prontamente, percebe-se a separacdo nitida das microalgas em nuvens caracteristicas de cada
espécie. Até este ponto, € suficiente para proposito de identificacdo das algas utilizar somente
o diagrama de clusters do PCA. Porém, vale ressaltar que embora a andlise de componentes

principais discrimine as amostras, ela ndo aponta para onde reside as diferencas entre elas. De
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Figura 4.2: Em verde, o espectro da alga CO obtido com o laser de 532 nm. Em violeta, o espectro da CO obtido
com a raia de excitacdo de 405 nm. Também obtido com o laser anterior, em preto tem-se o espectro da clorofila-A,
retirado da literatura [91]

modo que uma andlise complementar deve ser realizada para elucidar a origem das diferencas
levantadas pelo PCA.

Para encontrar estas pequenas diferencas que caracterizam cada cepa, utilizou-se os
graficos de carregamento de pesos (loading weights - LW). Tais gréficos s@o feitos ao associar
o score de cada PC (eixo das ordenadas) ao nimero de onda (eixo das abcissas), como pode ser
visto na caixa (i) da figura 4.3. Assim, para cada componente principal, podemos verificar como
elas se comportam ao longo de todo espectro. Fazendo isso, percebeu-se que ndo ocorriam
variacdes significativas dos espectros na posicdo de ~ 1326¢m 1, a regidio caracteristica por
apresentar picos predominantes da clorofila-A, para a PC2. Deste modo, quando uma porcao

comum aos espectros variam muito pouco entre si, estimadas nesse trabalho com uma ordem de
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3%, essa regiao pode ser usada para a normaliza¢do de ambos espectros ou, de modo andlogo,
usada para comparar razdes entre picos, de modo a analisar teores relativos entre regioes e,
posteriormente, entre substancias (como pode ser visto na caixa (iii) da figura 4.3). Est4 andlise
levanta a hipétese de que a clorofila-A ndo varia significativamente entre as espécies de algas
analisadas. E que, a diferenca entre as amostras, ao menos quando se trata de pigmentos?,
ocorre principalmente na concentragdo de carotenoides.

Assim, para comparar o percentual de carotenoides entre as espécies, a intensidade
espectral integrada de cada pico atribuido aos carotenos foi dividida pela intensidade integrada

1. como pode ser visto na caixa (ii) da figura 4.3

do pico atribuido a clorofila-A, em 1326¢m™
como um diagrama de barras para cada pico identificado como sendo uma contribui¢do dos
carotenoides. A média desses resultados foi utilizada para tracar um perfil de teor médio entre
carotenoides e clorofila-A e sdo mostrados como um diagrama de barras na caixa lateral direita
da figura 4.3. Assim, apds tomar a média sobre as dreas integradas de cada pico individual,
podemos inferir que o teor de carotenoides médio, em relacdo a concentragdo de clorofila-A,

€ 42% maior na Nannochloropsis oceanica quando comparada com a Chlorella sorokiniana e,

37% maior que a Chlamydomonas sp.

2Uma atribuicao mais detalhada pode ser conferida em [27].
Como pode ser visto em [27], nesta por¢do de espectro analisada s6 foram atribuidas contribui¢des de pig-
mentos. Embora existam picos caracteristicos de outras substancias, estas ndo foram identificadas neste trabalho e
na dissertagdo de [27].
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Tabela 4.1: Tabela de atribui¢des de pigmentos no Raman

Microalgas Atribuicdes Biomoléculas
CA CO NN
1005 1005 1005 d(C — CHj),v(C - C) Carotendides
1158 1158 1158 v(C—C),0(CH) Carotendides
1187 1188 1187 d(CH) Carotendides
1326 1326 1326 v(N —C) Clorofila A
1525 1525 1525 v(C =0C) Carotendides
1555 1555 1554 v(C—C) Carotendides
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Figura 4.3: Andlise da composi¢do e teores de biomoléculas dos espectros da microalgas. Em (I), grafico de
carregamento de pesos (LW). Em (II), vé-se as atribui¢des por grupos moleculares e o ajuste dos picos por curvas do
tipo Pearson-VII. As curvas em laranja s@o préprias dos carotenoides ja as em verde, da clorofila. Em (III), as barras
de dos teores entre carotenoides e clorofilas, com as barras de erro, para cada pico dos carotenos identificados. No
quadro lateral, a média das barras do quadro (III).

Medidas de absorc¢ao de UV-VIS

Em via de corroborar o resultado anterior, obtido com a espectroscopia Raman resso-

nante, sobre afericdo dos teores relativos entre carotenoides e clorofila, foram realizadas uma
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Figura 4.4: Compilado dos resultados para PCA das trés semanas. Em (a), (b), (c) e (d) vé-se os resultados da
semana 1, semana 2, semana 3 e as trés semanas juntas, respectivamente.

série de medidas de espectroscopia de absor¢do na regidao de UV-VIS nos pigmentos extrai-
dos das trés microalgas. Para maiores detalhes sobre o processo de preparacdo, instrumentos e
medicdo, consulte a se¢do 3.4.

A determinagdo quantitativa em espectroscopia, geralmente, ndo € uma tarefa facil.
Cabe ao espectroscopista uma ardua tarefa de como balancear atributos experimentais (tipo de
amostra, solvente utilizado, espectrometro, tipo de cubeta, tempo de exposi¢cao e outros) e o tra-
tamento de dados (suavizagdes, normaliza¢do dos espectros, comparagdo entre amostras, picos
analisados e entre outros) afim de obter a relacdo mais proxima da realidade. Geralmente, os
estudos espectroscOpicos ndo sao voltadas para as andlises quantitativas e, sim, para afericoes

qualitativas ou semi-quantitativas para comparar amostras de diferentes tipos [25]. Ainda assim,

Universidade de Brasilia p. 74



uma série de trabalhos na literatura propuseram diversas equacdes empiricas para a determina-
¢do da concentragdo de pigmentos, utilizando a absor¢do na regido do UV-VIS, no interior de
microalgas [97, 98, 99, 100, 101]. Assim, tomando com base esses trabalhos e usando parte dos
procedimentos adotados por [27], foi possivel estimar os teores de carotenoides e clorofilas A e
B nas trés cepas de algas.

Os espectros adquiridos, apds o processo de extracdo de pigmentos, passaram por uma
remocao de linha de base e entdo normalizados com relacao a intensidade da banda de 432 nm e
podem ser conferidos na figura 4.5 (a). Observa-se de imediato, que as algas CA e CO apresen-
tam um perfil espectral muito semelhante entre si, o0 que ndo ocorre quando comparadas com o
espectro da alga NN. Isso se deve ao fato de que o género Nannochloropsis nao possui clorofila
do tipo B [99], responsdvel pela absor¢do nas regides 454 e 640 nm do espectro visivel [102],
e do tipo C. Além de uma alta concentracao de astaxantinas, zeaxantinas e cantaxantinas [103].
De fato, os carotenoides apresentam uma contribui¢do significativa na regido que compreende
entre os 400 até 520 nm do espectro visivel [104]. O que explica a formagdo de um pronunciado
apéndice em 450-480 nm no espectro da NN.

Com o objetivo de estimar o teor relativo entre carotenoides e clorofilas, utilizamos a
andlise das areas integradas das gaussianas que compdem o espectro de cada cepa. Isto € feito
fazendo a razdo entre as dreas das curvas identificadas para cada biomolécula. Um exemplo de
como ¢ feito o processo pode ser visto na caixa (ii) da figura 4.3. Como pode ser visto na figura
4.5 (b), a curva com um sombreado alaranjado € atribuida aos carotenoides, j4 as gaussianas com
um sombreado verde sdo a contribui¢des das clorofilas. Resultados similares foram obtidos para

as demais algas (ndo mostrados) e levando em conta que a NN ndo apresenta uma curva que
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Figura 4.5: Em (a), espectros de UV-VIS das trés microalgas utilizadas neste trabalho. Ambas normalizadas pelo
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caracteriza a presenga de carotenoides na amostra. Em verde, curvas caracteristicas da clorofila.
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Tabela 4.2: Tabela de teores do UV-VIS e Raman

Amostras UV-VIS Raman
Chlamydomonas sp. 0.31 0.31
Chlorella sorokiniana 0.35 0.32
Nannochloropsis oceanica 0.48 0.44

contribua para a clorofila-B. A relac@o obtida para cada microalga, e a comparagdo com o o teor
obtido para a espectroscopia Raman, podem ser conferida na tabela 4.2. Quando comparados
com os resultados obtido com o Raman, os teores encontrados sdo bastante préximos entre si.
De modo que ambas as técnicas podem ser utilizadas para a afericao rdpida da presenca das
substancias nas microalgas de maneira razoavelmente equivalente. De modo que, isso constitui
um ponto positivo para a espectroscopia Raman por se tratar, de quando utilizada como neste
trabalho, de uma técnica de aquisicdo mais rdpida de dados e ndo exigir insumos para sua

aquisi¢do, como acontece para a analise de UV-VIS aqui feita.

Medidas de FTIR

Assim como no Raman, a espectroscopia de infravermelho ¢ uma técnica capaz de
analisar as vibragdes caracteristicas de grupos moleculares e, por consequéncia, investigar a
composi¢do de macromoléculas que constituem um ser vivo. Tal qual como na espectroscopia
Raman [93], um espectro pode ser decomposto em picos caracteristicos de grupos molecula-
res. De modo que, o espectro final € uma combinacio linear na base dos principais grupos de
moléculas. Porém, além das diferencas conceituais entre os fendmenos de absor¢ao de infraver-
melho e o efeito Raman, as diferentes ordens da energia de excitagc@o incidente geram respostas

espectroscOpicas distintas. Assim, mesmo que analisemos o mesmo intervalo espectral, obte-
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remos espectros distintos. De tal modo que, o FTIR apresenta uma 6tima resposta de grupos
moleculares posteriormente identificados como carboidratos, lipideos e proteinas, como pode
ser visto na figura 4.6. Na figura, apds a suavizacdo e normalizacdo pela drea integrada do
pico, identificado como sendo pertencente a amida 1, podemos observar os espectros médios
obtidos ao longo de uma semana de cultivo das trés microalgas utilizadas neste trabalho. A pre-
dominancia de contornos caracteristicos das trés macromoléculas supracitadas nesta sec¢ao faz
com que a andlise de FTIR seja uma 6tima ferramenta para o estudo da dindmica destes grupos
moleculares no interior de microalgas. Nesta secdo, foi empregado o uso da técnica de FTIR
para diferenciacdo e caracterizacdo das microalgas. Tal processo funcionou como um baldo de
ensaio para a realizacao dos trabalhos posteriores supracitados.

Os espectros presentes na figura 4.6 sio dominados por dois forte picos em torno de
1540 em~! e 1645 em ™! (em vermelho). Estas por¢des sdo marcadas por serem uma combina-
¢do de estiramentos dos grupos C=0 e C-N e uma deformacdo da ligacdo N-H. Os lipideos sdao
responsdveis por fortes picos entre 2850 e 3000 cm !, esses picos sdo oriundos de estiramentos
dos grupos CH, e CH3. Além de uma pequena contribuicdo em 1740 ¢m ™! devido a vibra-
¢des C=0 do grupo éster carbonil. Na figura, os lipideos sdo representados por um sombreado
amarelo. Por fim, os carboidratos (em laranja) contribuem com uma enorme por¢ao entre 950-
1200 cm ™1, regides caracteristicas do grupo e de fosfolipideos. Esses picos foram atribuidos
com base no banco de dados [105]. Assim como foi feito para os pigmentos, uma tabela de
atribui¢des pode ser encontrada em [27].

Assim como foi feito com os espectro adquiridos no Raman, os espectros de FTIR sao

bastante semelhantes entre si. Deste modo, utilizou-se da andlise de PCA para determinar se ha
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Espectros de FTIR das trés microalgas utilizadas
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Figura 4.6: Espectro de FTIR das trés algas. As biomolécula que mais se destacam estdo assinaladas nas seguintes
cores: laranja - carboidratos, vermelho - proteinas (amida I e amida II) e amarelo - lipidios.

diferencas significativas entre as cepas, de modo que a técnica de FTIR possa ser utilizada para
diferenciar as espécies com base na distribuicao dos grupos moleculares identificados. Como
pode ser vistos na figura 4.7, cujo os dados se referem a primeira semana de aquisi¢do, existe
uma expressiva diferenciacdo entre as microalgas. Diferenca essa mais nitida que a encontrada
pelo Raman, embora apresente uma distribuicdo de clusters andloga. Conclui-se por [27] que
embora possam ser diferenciadas pelo seu percentual do teor relativo de pigmentos, essa di-
ferenciacdo é muito mais evidente entre as amostras quando lidamos com os percentuais’de
carboidratos, lipideos e proteinas. Os resultados indicam a possibilidade do uso da técnica de

FTIR como ferramenta de ficil e rapido uso no estudo de microalgas. Para propdsito de com-
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pleteza, o autor indica a leitura de [27]*. L4, utilizou-se juntamente com o FTIR, a técnica
de separacdo gravimétrica para estudos do percentual de lipideos no interior das algas. As-
sim como, o mesmo tipo de andlise para a afericdo dos teores relativos entre a amida I e os

carboidratos.

Chlamydomonas
@ Chlorella
@ MNannochloropsis

PC3

0,264 -0,3

Figura 4.7: Gréfico de clusters dos espectros obtidos por FTIR.

4Embora neste trabalho nio temos feito uma andlise aprofundada sobre a caracterizacio das microalgas pelos
seus percentuais dos teores de carboidratos, lipideos e proteinas, esta andlise foi feita em detalhes, e com uma
prova real pelo método gravimétrico de separagdo de lipideos, em [27]

4A metodologia e os dados obtidos, até este ponto, neste trabalho e os presentes em [27] foram obtidos em
conjunto entre os autores. Ambos os trabalhos ocorreram em parceria entre autores, orientadores e laboratérios.
Deste ponto em diante, o presente trabalho se distancia e d4 continuidade ao que foi iniciado em [27].

Universidade de Brasilia p. 80



4.2 Segunda etapa

Microreatores e a dinamica de crescimento das microalgas

Nesta secdo s@o abordados os resultados das curvas de crescimento de cada reator
de acordo com os dois experimentos realizados, os estudos dos efeitos da disponibilidade de
alimento e a poténcia luminosa entregue as algas. Aqui, com base nos dados coletados ao longo
do estudo, descobriu-se informagdes sobre a otimizacdo e economia de energia para o cultivo
das algas do género Chlamydomonas. Informacdes estas que fornecem um 6timo guia para a
producdo de microalgas e a utilizagao de recursos energéticos, em termos de planejamento de
projeto, em empreendimentos de niveis industriais € comerciais.

Os resultados das leituras do reatores realizados ao longo desta etapa podem ser con-
feridos ao longo da figura 4.8. Em (a) vé-se o aumento gradativo da concentrac¢do de células,
alternado entre os periodos de claro e escuro (janelas brancas e cinzas, respectivamente) de
crescimento efetivo e estabiliza¢do do nimero de individuos. E possivel perceber que o padrio
de leque com espacamentos proporcionais entre as curvas de cada reator somem a partir da
curva de 25 W.m~2, de modo que deste ponto em diante, hd uma sobreposi¢do das curvas de
crescimento. Em uma anélise complementar, no quadro (c), construiu-se o perfil de crescimento
de cada reator com base na derivada da densidade de algas de cada um deles, ou seja, a taxa de
crescimento de cada reator, em fun¢do da irradiancia. Assim, a interrup¢do do padrdo de leque
da figura (a) revela que a partir do ponto que fornecemos mais energia na forma de luz a cultura
deixa de utilizar esta energia disponivel para o aumento da taxa de crescimento da cultura, e

ruma assintoticamente para um limite da velocidade de crescimento. Em termos de producgao de
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microalgas para fins comerciais, conclui-se que fornecer doses de luz acima de 25W.m™

2 ndo

altera significativamente a velocidade de crescimento das algas do género Chlamydomonas.
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Figura 4.8: Curvas de crescimento dos reatores. Nos paineis (a) e (c), t€ém-se as curvas de crescimento da alga
Chlamydomonas sp em termos da densidade de células (eixo y) ao longo do tempo, em horas (eixo x), para os
experimentos sobre a poténcia luminosa entregue [W.m 2] e a disponibilidade de alimento [%], respectivamente.
Nos paineis (b) e (d), estdo as curvas da taxa de crescimento das algas pela irradidncia e concentragdo de meio de

cultura, respectivamente.
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Sabendo disso, na rodada de experimentos sobre a influéncia da disponibilidade de
BG11 paras a microalgas, configurou-se que todos os reatores estariam sujeitos a mesma inten-
sidade luminosa de 25W.m~2. Os resultados de rodada de experimentos podem ser vistos nas
colunas (b) e (d) da figura 4.8. De maneira andloga, porém muito mais imediata, hd um compor-
tamento assintotico para os reatores com uma concentracao de a partir de 40% de concentracdo
de nutrientes. De maneira complementar, seguindo o procedimento utilizado nos quadros (a)
e (c), construiu-se o gréfico da taxa de crescimento das algas em fun¢do da concentracdo de
BG11. Agora, vé-se que hd um abrupto crescimento assintético dos reatores em fun¢do da var-
redura da concentracdo de nutrientes. Em termos da producdo de microalgas do género CA,
¢ financeiramente interessante obter estes resultado ja que boa parte do custo de producgdo de
bio-derivados oriundos de microalgas estd embutido na produgdo dos meios de cultura. Assim,
obter a mesma taxa de crescimento de algas utilizando apenas 40% da concentra¢do de meio ne-
cessdrio € uma 6tima noticia para futuros investimentos na cultivo de algas para fins industriais

€ comerciais.

4.3 Terceira etapa

Aclimatacio das cepas e a carotenogénese

Nesta etapa, foram desenvolvidas as atividades experimentais que ddo nome a este
trabalho. Aqui, com base em tudo que foi desenvolvido ao longo deste processo de formagao,
aplicou-se as técnicas, tratamentos de dados e procedimentos de andlise para entender como

modificagdes nos processos de cultivos, no caso a poténcia luminosa e a disponibilidade de
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nutrientes do meio de cultura, alteram a configuracdo interna de algumas macromoléculas e
pigmentos no interior das microalgas.

Primeiramente abordou-se a resposta Raman dos efeitos das alteragdes da poténcia
luminosa entregue e a disponibilidade de nutrientes no meio de cultivo.Para tal, usou-se dos
procedimentos anteriormente desenvolvidos na se¢do 4.1. Em seguida, tal qual os procedimen-
tos aprendidos na secdo 4.1, estudou-se os efeitos das modificacdes de cultivos com relacdo a
alteracdo do perfil espectroscépico e, por consequéncia, a alteracdo dos perfis de teores relati-
vos dos reatores. Por fim, na terceira etapa investigou-se os efeitos na dindmica de proteinas,
carboidratos e lipidios, pela espectroscopia de FTIR, oriundos das alteracdes de luz e alimentos
disponiveis no cultivo das algas.

A escolha da Chlamydomonas se deve ao fato de que, durante as investigacdes prelimi-
nares sobre os efeitos da escassez de nutrientes nas microalgas, constatou-se que esta variedade
de alga apresentou uma resposta muito mais intensa que as demais. Tal resposta, se apresentou
como um radical amarelamento do cultivo quando comparada com as demais cepas que, quando
sujeitas a inspecdo visual, se mantiveram inalteradas. Este amarelamento pode ser visto por in-
termédio da espectroscopia de absor¢ao de UV-VIS por meio da figura 4.9. Na figura, temos
os espectros de UV-VIS de dois cultivos da alga CA em diferentes condi¢des ambientais. Um

grupo controle com uma condi¢do padrdo de nutrientes, a curva em preto, € em vermelho temos

SAqui é apresentado uma pequena série de experimentos que, por conta do periodo da epidemia de 2020,
se tornou bastante enxuto em sua execucdo. A intencdo do autor e de seus orientadores era de que a natureza
profunda da dindmica das biomoléculas presentes nas algas fosse mais amplamente explorada com uma série
maior de experimentos, mais diversos e cirirgicos em sua execucdo. Embora tais experimentos niao tenham sido
executados, o autor reconhece que ndao ha qualquer divida quanto a possibilidade de que este tema possa ser
melhor explorado pelo grupo de pesquisa dos orientadores, visto que estes dispdem de 6timos equipamentos e
pessoal adequado para o trabalho.
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um cultivo com uma caréncia de nutrientes, cerca de 10% do grupo controle. Ambas as curvas
foram normalizadas pela drea visto que ndo era sabido como diferentes cultivos iriam alterar
os teores relativos entre carotenoides e clorofilas das cepas e como tal alteracio iria modificar
os espectros de UV-VIS. Embora as curvas se apresentem fora de escalas quando comparadas
umas com as outras, a mudanga no perfil espectroscopico na por¢do 400 e 500 nm € notavel.
Tal diferenca expressiva € creditada ao aumento do teor relativo de pigmentos, carotenoides e
clorofilas, que é marcado pelo visivel amarelamento do cultivo com apenas 10% de nutrientes
disponiveis. Embora a alteracdo da disponibilidade de nutrientes tenha alterado significativa-
mente a coloragdo das cepas de CA, o mesmo ndo ocorreu paras as cepas de CO e NN sob
inspe¢do visual. Deste modo, adotamos a alga CA como principal objeto de estudo de agora em

diante.

Analise de espectroscopia Raman

Na figura 4.10 vemos, os resultados dos experimentos Raman para os estudos da in-
fluéncia da poténcia luminosa entregue e a disponibilidade de nutrientes no meio de cultura.
Nela, na primeira coluna (quadros a e c), estdo os espectros médios adquiridos de cada reator,
relacionados com sua intensidade de luz e a concentracio de nutrientes disponiveis, relaciona-
das por meio da legenda de cores no canto superior esquerdo de cada grafico. J4 na segunda
coluna (quadros b e d) estdo as médias totais dos teores relativos entre carotendides e clorofilas,
como feito anteriormente em 4.1, figura 4.3. Nos quadros (b) e (d), as barras de erros foram
estimadas com base na propagacao de erros com base no erro caracteristico de cada cada pico,

fornecida pelo programa de ajuste de curvas. No quadro (b) da figura 4.10 nao hé qualquer pa-
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Figura 4.9: Espectros de absor¢do de UV-VIS para alga Chlamydomonas sp.Em preto, vemos o espectro de uma
cultura padriao (meio com 100% de concentragdo) usada como controle. Em vermelho, vé-se a assinatura espec-
troscépica de um reator com apenas 10% de concentragio d emeio de cultura. E notério a predominéncia da banda
tipica dos carotendides em aproximadamente 480 nm.

drdo aparente de comportamento entre o efeito da poténcia luminosa entregue e a resposta das
algas. De modo que, até mesmo uma interpolacdo dos dados por uma média (uma constante)
ndo gera um ajuste razodvel entre os dados. Quando se trata da influéncia da disponibilidade de
nutrientes hd, de maneira grosseira, um comportamento levemente crescente na relacdo entre a
resposta dos teores e a disponibilidade de alimento nos reatores. Porém, o ajuste ndo é de todo
satisfatério com R? ~ 0, 53(ndo mostrado neste trabalho). Sendo assim, € razoavel concluir que
para o periodo de sintese de uma semana das amostras, a técnica de andlise de teores relativos

nao foi suficiente para evidenciar qualquer padrao.
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Figura 4.10: Resultados dos experimentos Raman para os estudos da influéncia da poténcia luminosa entregue e
a disponibilidade de nutrientes no meio de cultura. Na primeira coluna (quadros a e c), estdo os espectros médios
adquiridos de cada reator, relacionados com sua intensidade de luz e de nutrientes por meio da legenda de cores
no canto superior esquerdo de cada grafico. J4 na segunda coluna (quadros b e d) estdo as médias totais dos teores
relativos entre carotendides e clorofilas.

Seguindo a metodologia utilizada anteriormente empregada, pelo PCA de ambos os
experimentos, na figura 4.11, vemos que hd uma separagao dos clusters de cada reator. Porém,
na figura 4.11 (a), ao contrario das separagdes nitidas previamente encontradas para o PCA das
trés algas utilizadas, agora nao hd uma separacao esparsa. Isso é um indicativo de que ha uma
ineficicia da técnica empregada, sob as condi¢des de cultivo deste experimento. Ja na figura
4.11 (b), percebe-se também ocorre sobreposi¢des do clusters. Mas, ao contrdrio da figura
(a), hd uma sutil separacdo entre as nuvens de dados. Representada pela linha tracejada em
vermelho, ha uma interface de separacdo entre dois aglomerados de clusters do tipo "tudo ou
nada". Isso indica que ocorre um diferenciacdo sensivel a técnica apenas a partir de um patamar.
Conjuntamente com a curva presente em 4.10 (d), essa informagdo aponta para a possibilidade

de que, sob os efeitos do cultivo de diferentes concentragdes de meio BG11, haja uma agdo
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sensivel deste experimento no perfil de teores de carotendides e clorofilas. Para que de fato
se verifique que as diferencas apontadas sdo estatisticamente relevantes buscou-se por alguma
ferramenta de analise, neste caso a andlise das variancias (ANOVA). Utilizando a técnica de
ANOVA e, complementarmente, o teste de pareamento de Tukey (ver 2.5) constatou-se que, de
fato, ha diferengas entras as amostras como pode ser visto nas figuras 4.12 € 4.13.

Como pode ser visto na figura 4.12, percebe-se que embora haja diferengas estatisti-
camente significantes entre as amostras, suficientes para a separacdo entre grupos dos reatores,
nao hé qualquer padrdo aparente entre as amostras. De modo que a andlise por ANOVA sobre
os efeitos da poténcia luminosa sobre a dindmica de producdo de nutrientes no interior de al-
gas, se mostra ineficaz. Quando aplicada ao estudo da concentracio de nutrientes, percebe-se
que, agora na figura 4.13, a ANOVA revela que em todos os picos selecionados para anélise,
na concentragao de 70% ha um declinio dos teores. Um comportamento andlogo ao encontrado
na figura 4.10 (d). Este comportamento aponta novamente para uma provavel maior sensibi-
lidade da técnica Raman, sob as condi¢des de realizacdo destes experimentos, a deteccao de
mudancas no interior das algas oriundas a disponibilidade de nutrientes. Isto aponta que, em
termos da producao de pigmentos, o cultivo com diferentes concentragdes de alimento sdo mais

impactantes nesta dinamica.

Analise de UV-VIS

Os resultados da andlise de UV-VIS para a aferi¢cdo dos teores de carotenodides e cloro-
filas pode ser visto na figura 4.14. Na primeira coluna, quadros (a) e (c), vemos os graficos em

cascata do efeito da intensidade luminosa e concentracao de BG11, respectivamente, na pro-

Universidade de Brasilia p. 88



PCA RAMAN - Intensidade Luminosa

20%
30%
40%
50%
60%
70%
100%

® & & & & 5 &

()

PCA RAMAN - Disponibilidade de nutrientes

100%
85%
70%
55%
40%
25%
5%

Pc3
“ & & 8 8 v W

01
0.2 0,10

-g 0,09

0,08

oCA

(b)

Figura 4.11: Resultado do PCA para os dois experimentos realizados.Em (a) temos PCA-Raman da poténcia
luminosa. Em (b) temos PCA-Raman da concentrac¢io de nutrientes.
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duc¢do de pigmentos. Dando prosseguimento a andlise, agora com base nos métodos utilizados
anteriormente em 3.4, nos quadros (b) e (d) temos o perfil UV-VIS dos teores entre carotendides
e clorofilas.

No quadro (a) é possivel perceber que ha um progressivo, embora sutil, alargamento
da banda entre 450 e 500 nm. Esta regido, como visto em 4.1, é caracteristica da presencga de
carotendides. Isso se reflete no quadro (b) como uma crescente tendéncia na leitura dos teores,
embora ndo seja possivel interpola-los com uma reta razodvel, isto é: com um R? satisfatério.
Ja no quadro (c) ndo vemos uma mudanga significativa entre os espectros, com a exce¢ao do
espectro de 25% que apresenta mais flutuagdes em sua leitura. Estas flutuagdes sdo a provavel
causa do alto valor, e sua grande barra de erro, encontrado no grafico no quadro (c). Com a
excecdo do ja citado reator com uma concentra¢do de 25% de BG11, em (c) ndo héd qualquer

padrdo da dinadmica do reatores.
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Figura 4.14: Compilado dos resultados das medidas de UV-VIS. Na primeira coluna, quadros (a) e (c), vemos 0s
grificos em cascata do efeito da intensidade luminosa e concentragdo de BG11, respectivamente, na produgdo de
pigmentos. Em (b) e (d) temos o perfil UV-VIS dos teores entre carotendides e clorofilas.
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Analise de FTIR

Os resultados da aquisi¢ao de FTIR para os experimentos sobre o efeito da iluminacao
e da disponibilidade de meio nutritivo podem ser vistos na figura 4.15. Em (a) vemos que
em reatores com uma intensidade menor que 50% apresentam um pronunciado crescimento do
porg¢do espectral de ~ 1350cm™!. Regido esta caracteristica de vibragdes moleculares do tipo
bending de lipideos e proteinas (0(C' Hs), 6(C Hs)), como pode ser visto em [27]. E também o
aparecimento de um pico, sem qualquer atribuicdo conhecida pelo autor, em aproximadamente
900cm~!. Analogamente, no quadro (b), percebe-se que para reatores com concentragdes de
nutrientes inferiores a 70% também sdo marcadas pelo crescimento exacerbado do pico em
1350 cm ™! e, também, h4 o aparecimento do pico em 900cm ™! porém, muito mais difuso que
a contraparte encontrada no experimento sobre a iluminagao.

Como de praxe, os resultados encontrados pelo PCA podem ser conferidos na figura
4.16. No quadro (a) nota-se que os reatores se dividem em agrupamentos pontuais € bem sepa-
rados entre si, com as excec¢des dos reatores com 20% e 50% de poténcia luminosa. No quadro
(b) € possivel ver que embora haja notdveis separacdes entre as amostras, elas ndo sao tao pon-
tuais e distantes entre si. Isso leva a formulacao da hipétese de que ,embora o PCA funcione
bem em todos os dois tipos de experimentos, hd uma sensibilidade maior da técnica de FTIR
aos efeitos causados pela dindmica de interacdo entre bio-moléculas e a intensidade luminosa
entregue, em relacdo a concentracdo de meio de cultura. Essa relagdo € a oposta a encontrada

pela técnica Raman.
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Figura 4.15: Compilado dos resultados da espectroscopia de FTIR para os experimentos sobre o efeito da poténcia
luminosa entregue e da disponibilidade de meio nutritivo em (a) e (b), respectivamente.
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Figura 4.16: Compilado dos resultados do PCA aplicado aos dados de FTIR para os experimentos sobre o efeito
da poténcia luminosa entregue e da disponibilidade de meio nutritivo em (a) e (b), respectivamente.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste capitulo estdo sumarizadas as conclusdes que tangem a este trabalho. Na pri-
meira etapa, disserta-se sobre a eficiéncia dos métodos espectroscopicos para a identificagcdo e
caracterizacdo das microalgas. Na segunda etapa, discute-se sobre a eficicia dos métodos para
o estudo de aclimatacdo da alga Chlamydomonas sp no interior de bioreatores automatizados.
Por fim, na tdltima etapa, alguns pontos nao cobertos neste trabalho sdo abordados e seguem

com guias para trabalhos futuros.

5.1 Primeira etapa

Com base na figuras 4.1 e 4.2, t€m-se que os espectros Raman obtidos sdo visualmente
idénticos e dominados pela presenca de pigmentos, corotendides e clorofila. Tais espectros sao

marcados por picos bem delimitados caracteristicos das substancias supracitadas. Isso se deve
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ao fato de que o laser utilizado € ressoante com os modos vibracionais da clorofila e a massiva
presenca de carotendides nas algas.

Para diferenciar as algas, ja que seus espectros sdo muitissimos semelhantes, com base
na presencas dos pigmentos assinala-dos, usou-se o PCA para diferenciacdo e a criagcdo de um
método de andlise dos espectros. Pelo Raman, viu-se que a clorofila ndo varia significativamente
entre as amostras. E por isso foi utilizada como pardmetro para a normaliza¢do dos espectros.
Com isso, construiu-se um perfil de teores relativos entre as algas e, assim, ranquear as algas
pelo seu teor entre carotendides e clorofilas. Assim, apds tomar a média sobre as dreas inte-
gradas de cada pico individual, podemos inferir que o teor de carotendides médio, em relagao
a concentragdo de clorofila-A, é 42% maior na Nannochloropsis oceanica quando comparada
com a Chlorella sorokiniana e, 37% maior que a Chlamydomonas sp. O diagrama de clusters,
uma ferramenta visual auxiliar, revela uma diferenciagdo clara entre as espécies. E talvez haja
uma correlagcdo entre a separacdo euclidiana entre as nuvens de cada espécie com relacdo ao
seu teor relativo e presencga (ou auséncia) de pigmentos, como nao hd presencga de clorofila B
na alga NN. Em acordo com as medidas feitas com a espectroscopia Raman, a anélise de teores
relativos feita por UV-VIS retorna valores muito proximos aos encontrados anteriormente.

Diferentemente dos espectros Raman, os espectros obtidos por FTIR sao dominados
por picos caracteristicos de outras biomoléculas: carboidratos, lipidios e proteinas. Assim como
no Raman, ndo ha um diferenciacdo aberrante entre os contornos espectrais das amostras. Pelo
PCA viu-se uma clarissima diferenciacdo entre as cepas. O que candidata a técnica de FTIR,
juntamente com o Raman, com fortissimos potenciais para o uso em métodos computacionais,

como uma barata e rapida técnica de identificacao de microalgas. Além disso, ambas as técnicas
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estdo aptas para o uso em estudos da dindmica das moléculas identificadas no interior das algas.

5.2 Segunda etapa

Microrreatores

Pela figura 4.8 € possivel perceber que o padrao com espacamentos proporcionais entre
as curvas de cada reator somem a partir da curva de 25W.m 2, de modo que deste ponto em
diante, ha uma sobreposicao das curvas de crescimento dos reatores. Utilizando, complemen-
tarmente, o quadro (c) vé-se através da derivada da densidade de algas de cada reator que até
uma irradiancia de 25 W.m =2 ha um comportamento linear entre a rela¢do poténcia fornecida
e a velocidade de crescimento. Porém acima deste valor, hda um comportamento assintético em
direcdo a um patamar constante, onde fornecer mais energia ndo implicard em um crescimento
da taxa de densidade significante. Quando visto sob espectro prético, industrial e comercial, é
uma informacao muito interessante. Um dos aspectos a se considerar sobre a construcdo de bio-
reatores € a relac@o entre gasto energético para sustento e manutencdo das algas e a biomassa
produzida, uma relacio de custo beneficio. Uma relacdo que definitivamente impacta no custo
final de qualquer subproduto das microalgas.

Conjuntamente, ainda na figura 4.8, mantendo uma poténcia entregue de 25 W.m™ 2,
obtemos um comportamento assinttico andlogo. No caso, vemos que acima de uma concen-
tracdo de 40% de meio de cultura os reatores apresentam curvas de crescimento semelhantes

entre si. Em termos sobre a producdo de microalgas do género CA, € financeiramente interes-

sante obter estes resultados ja que boa parte do custo de produgdo de bio-derivados oriundos
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de microalgas estd embutido na produgao dos meios de cultura. Assim,obter a mesma taxa de
crescimento de algas utilizando apenas 40% da concentragdo de meio necessario € uma 6tima
noticia para futuros investimentos na cultivo de algas para fins industriais e comerciais.

Ha um paralelo interessante entre as figuras 4.8, quadro (d) e a figura 4.15, item (b).
Por mais que as curvas tendam para um comportamento assint6tico e indistinguiveis entre si
na primeira figura, isso ja ndo ocorre na segunda. Os reatores ndo sdo capazes de distinguir as
culturas entre si, porém, por meio da espectroscopia de FTIR, hd uma diferenciacdo entre as
cepas com concentragdes de 40% e 55%. Assim por mais que as cepas sejam indistinguiveis
em uma macroescala, a caracteristica do individuo, a microescala, sdo evidentes sob a luz da

espectroscopia.

Estudo de aclimatacao

Nos estudos preliminares, percebeu-se que a alga Chlamydomonas é a que melhor
responde a privagao de nutrientes, tornando-se amarela ao final do experimento, como visto na
figura 4.9. E portanto, usada como objeto principal de estudo desde entdo.

Submetidas as cepas, cultivadas nos reatores automatizados, sob diferentes regimes de
luminosidade e concentragdo de nutrientes, contatou-se que, no Raman, a andlise empregada
anteriormente para descrever o teor relativo entre as espécies, ndo € tao efetiva. Embora haja
indicios de que o cultivo por privacao de alimento seja mais efetivo na separacdo das amostras,
vide o gréfico de clusters e os resultados do ANOVA, os dados s@o insuficientes para funda-
mentar uma conclusdo mais sélida. De maneira andloga, a andlise dos espectros de UV-VIS

ndo revelam nenhuma mudanca notdvel dos perfis de pigmentos. De modo geral, para sanar as
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duvidas que surgem sobre a eficiéncia da metodologia desenvolvida ao longo deste e da disserta-
cdo de [27], € desejavel que estudos munidos de mais uma semana de cultivo sejam conduzidos
ou, de maneira complementar, os espectros de varredura tanto de iluminacdo, quanto de con-
centracdo de BG11, sejam reajustados.

Ao contrério da contraparte obtida pela andlise de componentes principais do Raman,
no FTIR ha resultados muitissimo contundentes. Em ambos os estudos conduzidos as separa-
¢oes dos grupos sdo nitidas e, com apenas uma exce¢ao no estudo da influéncia da concentragdo
de nutrientes, sem sobreposi¢des de grupos. Nos dois experimentos realizados, hd uma forte in-
fluéncia na producdo do grupo molecular C'H3, um pico ndo atribuido na andlise da primeira
etapa. Tal formacgdo € tipica do grupo metil, um grupo de hidrocarbonetos comum a muitos
compostos organicos. Acredita-se que este sinal seja oriundo da produgdo de lipidios, porém

estudos adicionais sao necessarios.

5.3 'Terceira etapa

Trabalhos futuros

As técnicas de espectroscopia utilizadas neste trabalho e o poder de sintese dos reato-
res ndo foram explorados em todo o seu potencial. O autor credita a esse fato o estranho ano de
2020, marcado por um evento tnico, em sua escala, na histéria humana, a pandemia de Covid-
19. Sendo assim, estudos com sinteses mais finas como: um maior tempo de aclimatacdo das
cepas, diferentes varreduras de poténcias luminosas entregues e um estudo de concentracdes

de alimentos disponiveis e o uso de fontes luminosas com comprimentos de ondas especificos
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sdo 6timos pontos de partida para estudos vindouros. Bem como, o enorme acervo de informa-
¢do espectral adquirido ao longo desse processo de formagdo permitird desenvolver uma série
de processos e rotinas de identificacio computacionais das caracteristicas espectrais das algas
aqui utilizadas. Sendo assim, utilizando as técnicas aqui desenvolvidas, poder-se-a criar um
banco de referéncia e um programa, para propdsitos cientificos, industriais e comerciais, para

idemtificacdo e caracterizagdo de microalgas.
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