UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
UFETZT  ENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA

VS

¢

L

Programa de Pds-Graduag¢ao em Biotecnologia

PRODUGAO DE LIPIDIOS EM CHLOROLOBION BRAUNII: ESTIMULO
INDUZIDO POR COBRE EM CULTURAS DE 200 L

Guilherme Léo Pasqualinotto*®

Dissertagdo apresentada como parte dos
requisitos para obten¢do do titulo de
Mestre em Biotecnologia do Programa
de Pés-Graduagdao em Biotecnologia da

Universidade Federal de Sao Carlos.

Orientador:

Prof2. Dra. Ana Teresa Lombardi

* bolsista (CAPES)-88887.852972/2023-00

S3o Carlos — SP
2025

K rrabiotec



Guilherme Léo Pasqualinotto

PRODUGAO DE LIPiDIOS EM CHLOROLOBION BRAUNII: ESTIMULO
INDUZIDO POR COBRE EM CULTURAS DE 200 L

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia do Programa
de Pds-Graduacdo em Biotecnologia da

Universidade Federal de Sdo Carlos.

Orientador:

Prof2. Dra. Ana Teresa Lombardi

Sdo Carlos - 2025



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

UFR‘Ij‘-.ﬂ Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia

Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia

Folha de Aprovagao

Defesa de Dissertagdo de Mestrado do candidato Guilherme Léo Pasqualinotto, realizada em 25/07/2025.

Comissao Julgadora:

Profa. Dra. Ana Teresa Lombardi (UFSCar)
Prof. Dr. Clovis Wesley Oliveira de Souza (UFSCar)

Profa. Dra. Flavia Bottino (INSUMA)

O Relatdrio de Defesa assinado pelos membros da Comissdo Julgadora encontra-se arquivado junto ao Programa de
Pés-Graduagdo em Biotecnologia.



Agradecimentos

Aos meus pais, José Leonel Pasqualinotto e Sandra Elidia de Oliveira Pasqualinotto,
que sempre me apoiaram em minhas decisdes e se esforcaram para que eu pudesse

chegar até onde cheguei, sendo a base de tudo o que sou.

A Prof. Dr. Ana Teresa Lombardi, por ter sido minha orientadora, por seus

ensinamentos e por demonstrar dedicagdo e competéncia em sua fungao.

A minha amiga Jaqueline Carmo da Silva, por sua disposi¢do, por ter me ensinado e
encorajado de diversas formas, bem como por ndo medir esforco algum para me

ajudar.

A UFSCar, essencial no meu processo de formagdo profissional.

Aos meus colegas de laboratdrio, pela convivéncia e pelo apoio, seja direto ou

indireto, que contribuiu para a realizagao deste estudo.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES — Codigo
de Financiamento 88887.852972/2023-00) pela concessao da bolsa de estudo.



Resumo

O cultivo de microalgas ¢ uma area que tem mostrado relevancia nos tltimos anos. Com
isso, diversos estudos e técnicas com intuito de aumentar a viabilidade e ampliar o
rendimento de compostos produzidos por microalgas vém sendo realizados. Estratégias
como a manipulagdo de nutrientes, luz e temperatura podem aumentar a produtividade
das microalgas. Dentre essas, a mixotrofia, que combina fontes de carbono organico e
inorganico, pode promover ganhos expressivos de biomassa ao unir vantagens de
cultivos autotroficos e heterotroficos. O cobre, como micronutriente essencial e cofator
enzimatico, exerce influéncia crucial na fisiologia das microalgas, impactando o
metabolismo de acordo com sua concentragdo. O objetivo deste estudo foi adaptar a
estratégia descrita na patente INPI BR 102021019778-1 A2 para cultivos de 200 L,
resultando em aumento do rendimento de lipidios em Chlorolobion braunii. Para tanto
testou-se o cobre na concentragio de 10® mol L™ de Cu™ livre como agente manipulador,
e com foco no aumento de biomassa, foi usada a mixotrofia na fase final do cultivo. O
cobre foi adicionado nos cultivos a partir do 3° dia, enquanto a mixotrofia foi induzida a
partir do 6° dia de cultivo utilizando-se 0,2 g L' de acetato de sodio (NaO.CCHj3). Os
cultivos foram feitos em meio BG11, na modalidade batelada alimentada sob condicdes
semicontroladas em estufa agricola e teve duracdo de 8 dias, com luz e fotoperiodo
natural. Os resultados mostraram variacao das condi¢des ambientais, com oscilagdo de
temperatura de 25,5 — 34,6 °C. A mixotrofia resultou em aumento na producao da
biomassa de 3 vezes no 8° dia de experimento em relacdao ao 3° dia. Como esperado, a
presenca do cobre ndo interferiu nem na taxa de crescimento e nem na biomassa obtida,
restringindo-se a estimular a producdo de lipidios em 23% em relacdo ao tratamento
controle. No tratamento com cobre houve uma redugdo de at¢ 20% no acumulo de
proteinas no 8° dia do periodo experimental, enquanto carboidratos totais mantiveram-se
constantes entre os tratamentos e controle, portanto nao sendo influenciado pelo cobre.
Este estudo enfatiza o potencial biotecnologico da microalga Chlorolobion braunii e
reforca a importancia de otimizar as condi¢des de cultivo para maximizar a producao de
biomoléculas.

Palavras-chave: microalgas, fisiologia, manipula¢do, biomoléculas, biotecnologia



Abstract

Microalgae cultivation has gained prominence in recent years. As a result, several studies
and techniques have been developed to increase the viability and yield of compounds
produced by microalgae. Strategies such as nutrient, light, and temperature manipulation
can increase microalgae productivity. Among these, mixotrophy, which combines organic
and inorganic carbon sources, can promote significant biomass gains by combining the
advantages of autotrophic and heterotrophic cultivation. Copper, as an essential
micronutrient and enzymatic cofactor, exerts a crucial influence on microalgae
physiology, impacting metabolism depending on its concentration. The objective of this
study was to adapt the strategy described in patent INPI BR 102021019778-1 A2 to 200
L cultures, resulting in increased lipid yield in Chlorolobion braunii. For this purpose,
copper at a concentration of 10-8 mol L™ of free Cu*? was tested as a manipulating agent,
and to increase biomass, mixotrophy was used in the final phase of cultivation. Copper
was added to the cultures from the 3rd day onward, while mixotrophy was induced from
the 6th day of cultivation using 0.2 g L™ of sodium acetate (NaO2CCH3). Cultivations
were carried out in BG11 medium, in fed-batch mode under semi-controlled conditions
in an agricultural greenhouse and lasted 8 days, with natural light and photoperiod. The
results showed variation in environmental conditions, with temperature fluctuations of
25,5 - 34,6 °C. Mixotrophy resulted in a threefold increase in biomass production on day
8 of the experiment compared to day 3. As expected, the presence of copper did not affect
either the growth rate or the biomass obtained, limiting itself to stimulating lipid
production by 23% compared to the control treatment. The copper treatment resulted in a
reduction of up to 20% in protein accumulation on day 8 of the experimental period, while
total carbohydrates remained constant between the treatments and the control, thus not
being influenced by copper. This study emphasizes the biotechnological potential of the
microalgae C. braunii and reinforces the importance of optimizing culture conditions to
maximize biomolecule production.

Keywords: microalgae, physiology, biomolecules, manipulation, biotechnology
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1. Introducio

Os compostos de origem biologica desempenham um papel fundamental em diversos
setores industriais, atuando desde a matéria-prima até o produto final em iniimeros
processos. O avango continuo de industrias como a farmacéutica, energética, de
tratamento de efluentes e alimenticia, entre outras (Rizwan et al., 2018), estd diretamente
associado a este aumento, impulsionando a demanda por solugdes produtivas. Como
consequéncia, ha um desenvolvimento constante de solu¢des inovadoras de origem
biotecnologica, visando atender de maneira eficiente a crescente necessidade industrial

(Jha et al., 2017).

A obtengdo de produtos a partir de microalgas destaca-se pelas vantagens que
apresenta em comparagdo a processos convencionais. Entre os principais beneficios,
inclui-se o fato de ndo concorrer por areas destinadas a agricultura, a elevada diversidade
de espécies, que possibilita diferentes estratégias de cultivo, a capacidade de fixacao de
didoxido de carbono com consequente liberacdo de oxigénio. Adicionalmente, esses
microrganismos sdo capazes de sintetizar diversos compostos de interesse industrial e
podem ser cultivados utilizando residuos como substrato, agregando valor a subprodutos
que seriam descartados (Benedetti et al., 2018). Além disso, a versatilidade do emprego
das microalgas também inclui a possibilidade de modulagdo do cultivo com o interesse
de produgao de moléculas especificas de alto valor agregado (Velmurugan et al., 2022),
como astaxantina (Patel et al., 2022) e lipidios (Chen et al., 2017). Esses aspectos
reforcam o crescente interesse nesse tipo de biotecnologia, evidenciando seu potencial
sustentavel e a viabilidade de produ¢do continua ao longo do ano (Benedetti et al., 2018;

Vazquez-Romero et al., 2022).

A produgdo de biomassa de microalgas pode ser conduzida, predominantemente, em
dois tipos principais de fotobiorreatores, cada um com caracteristicas operacionais
distintas. Os sistemas fechados caracterizam-se por permitir um controle rigoroso das
condi¢des operacionais, sendo, portanto, mais apropriados para o cultivo de microalgas
com alto valor comercial e elevada sensibilidade a contaminacdo (Su et al., 2023). Em
contrapartida, os sistemas abertos, embora apresentem menor controle sobre as variaveis,

sdo amplamente empregados para o cultivo de cepas mais resistentes, devido a sua
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capacidade de produc¢do em larga escala e menor custo operacional (Rodriguez-Miranda

et al., 2021).

Apesar dos avangos na area, a tecnologia de cultivo de microalgas ainda enfrenta
desafios criticos que limitam sua otimizagdo e ampla aplicagdo industrial. Entre os
principais desafios, destaca-se o elevado custo de producdo, atribuido tanto a
complexidade dos processos de coleta da biomassa e extracdo de biomoléculas (Kumar
et al., 2020), quanto as exigéncias técnicas inerentes ao proprio cultivo, como mao de
obra especializada, variabilidade de resultados quanto ao rendimento de biomassa em
diferentes estudos de cultivos de larga escala, manutencdo de condigdes de cultivo e custo
de materiais especificos para a producao (Vazquez-Romero et al., 2022). Nesse contexto,
torna-se imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas que visem ao aumento da
produtividade de biomassa e produtos provenientes do metabolismo destes organismos,

com o objetivo final de viabilizar economicamente a produgdo em larga escala.

Para que o uso de biorreatores voltados ao cultivo de microalgas se torne
economicamente viavel, ¢ imprescindivel a reducao dos custos de produgdo, aliada ao
aumento dos rendimentos de biomassa ou do bioproduto de interesse (Bhatt et al., 2022;
Acien et al., 2012) resultantes de técnicas de manipula¢ido do cultivo. Pardmetros como
taxa de crescimento (rendimento de biomassa) e taxa de produgao metabolica (acimulo
de biomoléculas) configuram-se como fatores-chave para o escalonamento da tecnologia
do cultivo de microalgas em nivel industrial e comercial, especialmente considerando o
elevado potencial de otimizagao desses processos em cultivos de larga escala (Benedetti
et al., 2018; Bhatt et al., 2022). A literatura evidencia que a modulagdo de varidveis
ambientais, como o fornecimento de luz, temperatura e a concentracdo de nutrientes
especificos, pode influenciar de forma significativa tanto o crescimento celular quanto a
producdo de compostos metabolicos (Balasubramaniam et al., 2021; Chowdury et al.,

2020; Mufioz-Tamayo et al., 2013).

Diversos estudos baseados nas condi¢des de cultivo foram feitos para alcangar uma
alta eficiéncia no desenvolvimento da tecnologia do cultivo de microalgas (Medeiros e
Moreira, 2022; Hermadi et al., 2021; Chin et al., 2023) . Segundo Abreu et al. (2022)
cultivos fundamentados unicamente em autotrofia, ou seja, alimentados com carbono
inorganico (CO) apresentam a intensidade luminosa como fator limitante para o

aumento de biomassa. Por outro lado, cultivos mixotroficos, ou seja, que recebem uma
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fonte de carbono organico juntamente aos inorganicos demonstram um aumento
significativo de biomassa ao combinar vantagens de cultivos autotroficos e heterotroficos

(Abiusi et al. 2020).

O cobre, como micronutriente, desempenha um papel vital na fisiologia das
microalgas, influenciando processos bioldgicos com base em sua disponibilidade, seja
em excesso ou em deficiéncia (Lombardi ¢ Maldonado, 2011; Agawany et al., 2021;
Polat e Altinbag, 2023). Muitas vezes, observa-se que o cobre pode estimular o acimulo
de biomoléculas em microalgas, com seus efeitos dependendo da concentragdo de
exposi¢dao (Dextro et al., 2025; Elleuch, 2024; Agawany et al., 2021). Isso sugere a
existéncia de uma faixa de concentragao ideal, com limites superiores e inferiores, dentro
da qual as algas podem ajustar seu metabolismo para um desempenho ideal (Aoyagi et
al., 2023). Entretanto, o uso do cobre como agente manipulador da biomassa algal ¢
restrito a concentragdes ambientais, ou seja, aquelas que ndo ocasionam danos ao
organismo, permitindo que ele continue seu metabolismo normal, sofrendo apenas um

estimulo pelo metal.

Além dos fatores especificos de cultivo, a selecdo de microalgas ¢ outro fator
importante, pois as respostas bioquimicas e fisioldgicas as mudangas nas condi¢des de
cultivo variam de acordo com as espécies (Singh et al., 2015). A escolha da cepa algal
também ¢, portanto, um fator a ser considerado nos cultivos ampliados, pois precisa ser
robusta a ponto de suportar as oscilagdes ambientais e superar a presenca de eventual
contaminantes bioldgicos. A microalga escolhida para este estudo foi Chlorolobion
braunii (Nageli, Komarek, 1979), uma espécie cosmopolita de Chlorophyta de agua
doce. Essa microalga foi selecionada por seu historico de elevado rendimento de
biomoléculas, particularmente lipidios, aumento de volume celular sob estimulo de
cobre, além do rapido crescimento observados em estudos prévios em escala laboratorial
(Machado et al., 2014; Echeveste et al., 2017; Baracho et al., 2019). Essas caracteristicas
sdo fundamentais para o tipo de reator (raceway) e as manipulacdes de cultivo propostas

neste trabalho.

Este estudo teve como objetivo principal investigar sobre o uso do micronutriente
cobre como estimulante da producdo de biomoléculas na microalga Chlorolobion braunii
cultivada em volumes de 200 L. Este estudo é uma ampliacdo da patente INPI BR

102021019778-1 A2, que foi publicada apenas com resultados referentes a escala
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laboratorial. A proposta baseia-se no aprimoramento da conversdo de biomassa e da
producdo de biomoléculas por meio da manipulacdo das condi¢Bes de cultivo. Os
experimentos foram realizados em uma estufa em condigdes semicontroladas, com a
expectativa de que a interacdo entre os fatores analisados resulte em um aumento
significativo na producdo de biomassa e de biomoléculas.

Além disso, esse trabalho foi fundamentado em resultados prévios reportados por
Bolli (2023), que indicam um rendimento lipidico de até 80% (base seca) em cultivos de
Chlorolobion braunii expostos a concentragdes de 10® mol L' de cobre livre, sob
condi¢des laboratoriais. Assim, o presente estudo também busca validar e expandir esses
achados, avaliando a viabilidade técnica da aplicacdo desses parametros em sistemas
abertos de 200 L.

2. Objetivos

O objetivo deste estudo foi investigar, em culturas em larga escala (200 L), sobre o
uso do cobre em concentragdes ambientais como estratégia para estimular o acimulo de

lipidios em Chlorolobion braunii.

2.1. Objetivos especificos

* Avaliar a viabilidade do escalonamento da microalga Chlorolobion braunii e
desempenho produtivo da microalga em volumes maiores, realizando a

transicdo de 500 mL para 200 L;

* Usar acetato de s6dio como fonte de carbono organico nos cultivos de
Chlorolobion braunii em situagoes de limitacdo de luz induzindo ao

metabolismo mixotrofico;

* Verificar o desempenho dos cultivos com adi¢@o de cobre, visando estabelecer

uma base para otimizacao de protocolos de cultivo em escala ampliada.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Condicoes de pré-inoculo

A microalga Chlorollobion braunii (CCMA-UFSCar 137) foi obtida da colecao de
culturas do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),
Brasil. No laboratdrio, as culturas foram mantidas em meio BG11 (Rippka et al., 1979),
sob condi¢des controladas de intensidade luminosa (350 umol fotons m?s™), fotoperiodo
(12 h claro/12 h escuro) e temperatura (25 °C). A intensidade luminosa de cultivo foi
previamente verificada por meio de curvas rapidas de luz (RLC) de acordo com o descrito
em Camargo et al. (2020). Para manutengdo em laboratério, o meio BG-11 foi

esterilizado em autoclave a 121 °C por 20 minutos, antes da inoculagdo das microalgas.

Previamente ao inicio do experimento, foi feita a aclimatagcdo da cepa em condigdes
semicontroladas em estufa, utilizando-se reatores horizontais com 20 L de cultivos
durante 2 meses. Os cultivos eram inoculados em novos reatores de 20 L a cada 4 dias
com volume de cultura mde de 10% v/v para a manuten¢do da fase exponencial de
crescimento do microrganismo. Para o preparo do meio utilizou-se agua corrente do
abastecimento comum desinfetada com 0,8 mL L' (hipoclorito de sodio a 2,5% - 4gua
sanitaria comercial). Apds 12 h, o cloro foi neutralizado com tiossulfato de sodio (1,3 g
de tiossulfato de sddio foram dissolvidos em 1 L de 4gua e adicionados a cada reator com

20 L de agua).

_'/'" "M pat

Figura 1. (a) Pré-inéculo de C. braunii cultivada em meio de cultivo BG11 e condicdes
controladas em escala laboratorial. (b) Reatores horizontais com 20L de cultivo de C. braunii
utilizados para o processo de aclimatacdo em estufa agricola durante 2 meses.
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3.2. Culturas e Ampliacdo de Escala

A expansdo do cultivo foi realizada em uma estufa agricola no periodo de verdao, em
fevereiro de 2025, sob condi¢des semi-controladas de iluminagdo natural e temperatura,
aplicando-se um indculo inicial de 10° cel mL™'. A irradidncia e a temperatura foram
monitoradas em dois pontos distintos: dentro dos cultivos, e no ambiente da estufa. As
medi¢cdes foram realizadas em 5 horarios fixos ao longo do dia (9h, 11h, 13h, 15h e 17h),
mantendo-se a sequéncia horaria em todos os dias de experimento (8 dias) conforme
mostrado nas tabelas 1 e 2. Essa padronizagdo permitiu acompanhar a variagcao temporal
dessas variaveis, e registrar as oscilagoes térmicas (°C) e de luminosidade (umol fétons
m~ s™), analisando seus efeitos no cultivo. A intensidade luminosa incidente nos cultivos
foi parcialmente controlada por meio de sombrites, com bloqueio de 60% nos 2 primeiros
dias de cultivo e a temperatura da estufa foi parcialmente controlada com o uso de

climatizadores de ar.

Os cultivos foram realizados com 3 réplicas experimentais tanto para os controles
como para os tratamentos com cobre. Foram feitos em reatores horizontais do tipo
raceway com capacidade total de 500 L e volume 1til de 200 L, resultando em uma
coluna de cultivo com 6 cm. Portanto, 6 cm foi o caminho 6ptico mantido nas culturas.
O caminho optico das culturas foi mantido constante em 6 cm, uma vez que toda a
evaporacao observada no sistema de cultivo, com média didria de 1 cm
(aproximadamente 30 L), era compensada com a reposi¢ao de agua desinfetada. Esse
controle permitiu garantir a estabilidade do volume. O design experimental considerou o
posicionamento intercalado dos reatores dentro da estufa, alternando unidades de

tratamento e controle.
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Figura 2. Inicio do experimento em raceways de 200 L de cultivo de C braunii em estufa
agricola. (a) Cultivos com sombrite 60% para o controle de luminosidade. (b) Cultivos de C.
braunii em raceways de 200L sem sombrite.

Os reatores foram equipados com bombas submersas com vazio de 120 L h! para
promover o movimento de CO; nas culturas em uma coluna horizontal de 7 m. A insergao
do CO; nos cultivos foi automaticamente controlada pelo valor do pH, mediante
fechamento (pH 6,8) e abertura (pH 8,0) de valvulas solenoides. A dgua utilizada no meio

BG11 foi desinfetada como descrita acima, no topico 4.1 Condigoes de Pré-inoculo.

Para os cultivos de 200 L foi feita a substitui¢do do carbonato de sodio (2 g L™!) por
bicarbonato de sédio (1 g L) no meio BG11. Experimentos realizados em laboratorio
mostraram nao haver qualquer influéncia no crescimento populacional de C. braunii
mediante tal substitui¢ao. Essa opcao se baseou no fato do pH ser mantido mais préximo
da neutralidade com o bicarbonato de s6dio em comparacdo ao carbonato de sodio, este
mais alcalino. O cultivo controle constou do meio BG11 modificado sem adigao extra de
cobre, enquanto o tratamento teve a adicdo de 10 mol L' de Cu?* livre (0,229 mg L™
de CuCl2.H;0).

Todos os cultivos foram conduzidos em modo batelada alimentada, com adi¢ao de
50 L de meio BG11 2x concentrado em cada cultura nos dias 3, 5 e 7 do experimento,
sempre no periodo da manha (as 9h). As adi¢cdes foram realizadas de forma a manter as
condigdes originais de cada grupo, preservando a distingdo entre o tratamento (com
adicdo extra de cobre) e o controle (com cobre originalmente presente no meio BG11).

Considerando a baixa intensidade luminosa nos reatores a partir do dia 6 do experimento,
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iniciou-se a mixotrofia por meio da adi¢do de 0,2 g L' de acetato de sodio (NaO>CCHz)

em todos os cultivos diariamente ao final do dia (17h), inclusive no controle.

3.3. Parametros de crescimento
3.3.1. Densidade celular

A densidade celular (cel mL') de cada reator foi aferida diariamente por meio da
média da contagem de células presentes (n = 3 por tratamento). A contagem de células
foi realizada em hemocitometro (Fuchs-Rosenthal), sob microscopio optico (Eclipse

E200, Nikon, Japao) e foi feita em amostras de 3 mL coletadas dos reatores.

3.3.2. Concentracao de clorofila a in vivo

A concentragdo de clorofila a in vivo foi obtida diariamente de amostras (4 mL) de
cultivos de cada biorreator, utilizando um fluorimetro (Turner Designs; Trilogy, San Jose,
California, EUA). Para isso, foi utilizada uma curva de calibra¢dao padrao tracada com as
unidades de fluorescéncia relativa do fluorimetro (RFU) versus concentracao de clorofila
a extraidas de Chlorella vulgaris em crescimento exponencial (Shoaf e Lium, 1976). A
curva foi ajustada por meio de regressao linear e utilizada para calcular a concentragao

de clorofila a através da equagao (1).

Florecencia RFU + 8.07 1
11369 D

Clorofilaamg L™t =

3.3.3. Taxa de crescimento

As taxas de crescimento especifico foram obtidas através da regressdo linear do
logaritmo natural utilizando-se os valores de cel mL™!, que foram plotados (Ln células
mL') em funcio do tempo experimental (dias). Durante a fase de crescimento
exponencial, foi obtida a reta e o coeficiente angular do ajuste corresponde a taxa de

crescimento especifico.
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3.3.4. Absorbancia

Diariamente, no mesmo horério, aliquotas de 5 mL de cada cultivo foram transferidas
para placas de 6 pogos e foi feita a leitura em leitor de placa (Epoch) na densidade dptica
(OD) de 684 nm. A absorbancia da média dos tratamentos foi reportada em escala

logaritmica em fung¢do do periodo experimental (dias).

3.3.5. Biomassa seca

A biomassa seca foi determinada nos dias 2, 3, 5, 6, 7 ¢ 8 do experimento. Para isso,
amostras de 100 mL de cada reator foram obtidas e centrifugadas a 4.400 rpm por 15
minutos a 20 °C. O sobrenadante foi removido e as amostras restantes foram liofilizadas
e tiveram a massa aferida em balanca analitica com precisido de 10 g (Mettler-Toledo,

Suica).

Figura 3. Biomassa seca (liofilizada) de uma amostra de 100 mL coletada para monitoramento
de biomassa e posterior analise de pigmentos e biomoléculas.

3.3.6. Analise de concentracao de fosfato

A concentracdo de fosfato inorganico presente no meio de cultivo foi monitorada
diariamente de acordo com o método de Strickland & Parsons (1960). Para as analises,
amostras de 50 mL foram coletadas de cada reator e filtradas em membranas de 0,2 pm,
a fim de remover as células. As medigdes foram realizadas sempre no mesmo horario e
previamente a adicdo de meio de cultivo nos dias 3, 5 e 7 do periodo experimental. A
curva de calibragdo foi elaborada utilizando fosfato monobasico de potassio (KH2PO4), e

as concentragdes foram determinadas por espectrofotometria a 882 nm.
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3.4. Analise de biomoléculas

As determinagdes de pigmentos (clorofila a; clorofila b e carotenoides totais) e de
biomoléculas (carboidratos, proteinas e lipidios totais) foram feitas a partir da biomassa
seca por liofilizagdo. Essas determinacdes foram feitas nos dias 3 (crescimento
exponencial) e 8 (fase estaciondria, ultimo dia do experimento). No ponto amostral do dia
3, as culturas serviram como referéncia pré-tratamento, pois ainda ndo haviam recebido
cobre extra. As alteracdes significativas detectadas no dia 8 sdo, portanto, consistentes
com o efeito do cobre apos a exposicao do cultivo a concentracdo adicional e a um
possivel efeito sinérgico que pode ter se dado devido a reducdo de nutrientes na fase

estacionaria.

3.4.1. Pigmentos

As concentragdes de clorofila a, clorofila b, e carotenoides totais foram determinados
de acordo com o método de Wellburn (1994), método espectrofotométrico que tem como
base a extracdo dos pigmentos no solvente organico dimetilsufoxido (DMSO). Os
pigmentos foram extraidos de amostras de 1 mg de biomassa seca, coletadas nos dias 3 e
8 do experimento, utilizando 3 mL de DMSO como solvente. A extragao foi realizada no
escuro por um periodo de 15 minutos. Em seguida, a absorbancia das amostras foi
determinada em espectrofotometro NANOCOLOR UV/Vis (Macherey-Nagel, EUA) nos
comprimentos de onda de 665, 649 e 480 nm, correspondentes aos picos de absorgao
caracteristicos dos pigmentos. A concentra¢io dada em mg L™ de clorofila a, clorofila b
e carotenoides totais no extrato, foi calculada com base nas equagdes 2, 3 e 4 apresentas

a seguir e posteriormente convertidas em mg g de biomassa seca.

Clorofilaa = (12,67 x A665) — (3,62 x A649) (2)

Clorofilab = (25,06 x A649) — (6,5 x A665) 3)

o (1000 x A480) — (1,29 x Ca) — (53,78 x Cb)
Carotenoides = 520 4)
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3.4.3. Carboidratos totais

A determinagdo de carboidratos totais foi feita de acordo com metodologia descrita
em DuBois et al. (1956), método espectrofotométrico baseado na reagdo do acido
sulfurico com a biomassa algal. Para essa determinacdo foram usados 1mg de biomassa
seca dos dias 3 e 8 dos cultivos. Apds a reagdo, foi mensurada em espectrofotometro

NANOCOLOR UV/Vis (Macherey-Nagel, EUA) no comprimento de onda de 485 nm.

3.4.4. Lipidios

Amostras de 5,0 mg de biomassa seca de dos dias 3 e 8 de cada reator foram
adicionadas a cadinhos previamente calcinados a 400 °C por 8 horas, pesados em balanca
micro analitica com 1 pg de precisdo (Mettler Toledo XPE26). Essas amostras foram
quantificadas por gravimetria de acordo com o método de extragdo e quantificagdo de
lipidios de Parrish (1999). As amostras nos cadinhos foram secas e conservadas em
dessecador sob vacuo até estabilizagdo da massa, pelo periodo de 48 h. A quantificacao

dos lipidios totais foi calculada através da formula:

YLipidios = 2000xMassa amostra(mg) 100 .
OLIPICIOS = T 0xMassa pesada(mg) X ®)

3.4.5. Teor de cinzas

O teor de cinzas da biomassa liofilizada foi determinado por gravimetria.
Aproximadamente 3 g de biomassa liofilizada de cada tratamento (n=2) foram
transferidos para cadinhos de aluminio previamente tarados. As amostras foram
calcinadas em mufla a 450 °C por um periodo de 5 horas. Apds o resfriamento em
dessecador, os cadinhos contendo as cinzas foram novamente pesados. O teor de cinzas

foi calculado a partir da diferenga de massa, utilizando a seguinte equacao:

massa de cinza

Teor de cinzas (%) = x 100 (6)
massa da amostra seca
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3.4.6. Proteinas totais

Os resultados sdo expressos em percentual da biomassa seca a partir da seguinte
equacdo: O teor de proteinas foi estimado subtraindo-se, da massa total da amostra
(100%), as fragdes de lipidios, carboidratos e cinzas previamente determinadas por
métodos analiticos especificos. Essa abordagem foi necessaria porque a analise direta de
proteinas na biomassa se mostrou inviavel, uma vez que o método utilizado apresentou
valores inconsistentes e significativamente abaixo dos niveis minimos esperados para
uma biomassa microalgal vidvel. Possivelmente as células algais ndao foram
eficientemente rompidas. Os dados sdo expressos em percentual da biomassa seca com

base na seguinte equacao:

Proteinas (%dw) = 100 — (%Lipidios + %Carboidratos + %Cinzas) % (5)

3.5. Analise estatistica

Os resultados de crescimento (taxa de crescimento e biomassa seca) e dos parametros
bioquimicos (clorofila a, clorofila b, carotenoides totais, lipidios, proteinas e
carboidratos) foram comparados estatisticamente entre tratamento e controle nos
mesmos dias experimentais, utilizando o Teste ¢ de Student com o auxilio do programa
Minitab 17 (v17.1.0). Antes da aplicagdo do teste, foi realizada a analise de
homogeneidade de varidncias, mostrando que os dados apresentaram comportamento
paramétrico (p > 0,05), atendendo aos pressupostos do teste z. Em relagdo aos dados de
crescimento, a taxa de crescimento foi comparada entre tratamento e controle, enquanto
a biomassa seca foi analisada entre os grupos no mesmo dia de coleta. Para os parametros
bioquimicos, cada biomolécula foi comparada exclusivamente entre tratamento e
controle. Nao foram realizadas comparagdes entre diferentes biomoléculas e em
diferentes tempos experimentais. Os graficos foram elaborados no software IgorPro

(Wavemetrics, USA).
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4. Resultados e discussao
4.1. Parametros de crescimento

A Figura4 apresenta as curvas de crescimento da microalga Chlorobion braunii para
o controle e cobre livre 10® mol L durante os 8 dias de experimento, com base nos
parametros densidade celular (Ln cel mL™) (Figura 4a), concentracdo de clorofila a in
vivo (Ln RFU) (Figura 4b) e absorbancia em 750 nm (Ln Abs 750 nm), relacionada a
biomassa total (Figura 4c). Os resultados obtidos fornecem informagdes sobre a cinética

de crescimento desta microalga em 200 L e sua resposta a presenca de cobre.
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Figura 4. (a) Ln da concentracdo de células reportada como densidade celular de Chlorolobion
braunii (células mL™") em fungdo do tempo experimental; (b) Medidas de clorofila a in vivo
(A.U) em fungdo do tempo experimental; (¢) Valores de absorbancia em 684 nm de cada
tratamento em funcdo do tempo experimental. Os pontos mostram os valores médios e as barras
de erro indicam o desvio padrao (n=3). Tratamentos: quadrado aberto, controle; quadrado
fechado, 10 mol L' de cobre livre.
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Nas trés variaveis analisadas, observa-se uma tendéncia de crescimento em funcao
do tempo experimental, com maior acimulo entre os dias 3 e 5, indicando a fase
exponencial do cultivo. A partir do dia 6, pardmetros apresentam estabilizagdo, sugerindo
o inicio da fase estacionaria. A similaridade das curvas de crescimento confirma que, na
concentragdo de cobre testada, ndo houve inibicdo do crescimento populacional.
Resultados semelhantes foram relatados em Silva et al. (2018), os quais observaram que
concentragdes de cobre de 3,2x107 mol L' e 5x10”7 mol L™! niio provocaram alteragdes
significativas na curva de crescimento de Chlorobion braunii, quando comparadas ao
controle (107 mol L' de cobre) em cultivos realizados com meio BG11. Em estudos
realizados por Echeveste et al. (2017), a adi¢io de cobre na concentragio de 10”7 mol L-
! levou a um aumento de 5,3% na densidade celular, enquanto a concentragdo de 10
mol L' resultou em um aumento de 14,1%. No entanto, quando o cobre foi introduzido
em concentragdes de 2,5x10° mol L' ou superiores, observou-se uma queda na
densidade celular indicando que, acima de certos limites, o cobre pode exceder a
capacidade adaptativa das células e comprometer seu crescimento. Entretanto, ¢ valido
ressaltar que resultados na literatura apontam que os limites de tolerancia ao cobre ¢
depende da espécie assim como de sua condicdo fisiologica (Lombardi e Maldonado

2011; Cavalletti et al., 2022).

Nossos resultados indicam que a capacidade fotossintética do organismo permaneceu
preservada mesmo sob exposi¢do ao metal, uma vez que todas as varidveis de
crescimento determinadas estiveram similares nos controles e tratamentos. Isso pode ser
visto nas Figuras 4b e 4c. Na figura 4b sdo apresentados os resultados de clorofila a in
vivo, que sdo coerentes com os achados de Baracho et al. (2018). Esses autores
observaram a manuten¢ao dos niveis de clorofila a em cultivos de C. braunii submetidas
a concentragdes de cobre de até 1,1x107 mol L' em 48h de cultivo, por outro lado, a
partir da concentracio de 1,5x107 mol L os autores relataram um declinio nos
parametros de crescimento. Em contraste com esses achados, Kondzior e Butarewicz
(2018), em um estudo com Chlorella vulgaris, demonstraram que, embora a espécie
apresente certa tolerancia ao metal mesmo em concentragdes mais elevadas que as
analisadas no presente estudo, analises referentes a concentragdo de clorofila @ mostrou
redug¢do de aproximadamente 39% em relacdo ao controle quando cultivada em meio

BG-11 em concentracdo de 107 mol L' de cobre apds 7 dias de cultivo.
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A Figura 4c mostra os resultados de absorbancia da clorofila @ em 684 nm, que
seguiram o padrdo esperado para o crescimento da microalga, refor¢cando as tendéncias
observadas para a concentragdo celular (Figura 4a) e clorofila a in vivo (Figura 4b). Esses
resultados confirmam que a concentragio de 10® mol L™! de cobre livre ndo apresentou
impacto significante no crescimento € nem na producao de clorofila a de C. braunii. As
pequenas variagdes observadas estdo dentro da faixa de erro e ndo apontam para uma

inibic¢do pelo cobre nessa concentracao de acordo com a andlise estatistica (p>0,05).

Em conjunto, os resultados do crescimento sugerem que C. braunii apresenta bom
desempenho em condigdes experimentais exposta ao cobre livre em concentragao de 10
8 mol L', sem efeitos inibitérios durante os 8 dias de cultivo. A fase exponencial,
claramente demarcada entre os dias 3 e 5 reforga este intervalo como ideal para avaliacao

de produtividade e colheita em estudos futuros.

4.2. Concentracoes de fosfato inorganico

A dindmica de consumo de fosfato inorganico nos cultivos de Chlorolobion braunii
¢ apresentada na Figura 5. A figura mostra a variacdo da concentragdo de fosfato
inorganico (ug L) usado pelas células e, apesar da adi¢dio de 50 L de meio de cultivo 2x
concentrado nos dias 3, 5 e 7, ndo se observa aumento da concentra¢ao desse nutriente.
Com valores iniciais de fosfato proximos de 0,0115 g L™, o nutriente foi assimilado no

dia 5, chegando a concentra¢des proximas de 0,008 g L.
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Figura 5. Concentragio de fosfato inorganico dissolvido (ug L) no meio de cultivo em culturas
de Chlorolobion braunii de 200 L cada tratamento em funcdo do tempo experimental (dias). Os
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pontos mostram os valores médios e as barras de erro indicam o desvio padrio (n=3).
Tratamentos: Quadrado fechado, 10® mol L™ de cobre livre; quadrado aberto, controle.

A Figura 5 revelou que o fosfato inorganico foi consumido gradualmente até o dia 4
com uma reducdo de 15%. Isso foi seguido por uma intensa reducdo entre os dias 4 ¢ 5,
apos a qual, a quantidade de fosfato no meio foi reduzida em aproximadamente 30% em
relacdo ao valor inicial. Chamamos a atengdo para o fato do dia 5, concentragdo mais
baixa do fosfato no meio coincidiu com o inicio da fase estacionaria do cultivo.
Resultados similares foram obtidos por Faria (2023), em cultivos de Chlorolobion
lunulatum em 200 L, nos quais a concentragao de fosfato foi reduzida em 10x e a cultura

adentrou a fase estacionaria de crescimento.

Apesar das adicoes realizadas de meio de cultivo nos dias 3, 5 e 7 (sistema batelada
alimentado), que continham reposi¢cdes de fosfato, ndo foi observada a esperada
recuperagdo nas concentragdes de fosfato dissolvido. Esse padrao sugere que o fosforo
adicionado foi rapidamente assimilado pelas células, possivelmente sendo um fator
limitante para o crescimento do cultivo. Entretanto, segundo Roopnarain et al. (2014), a
concentragdo 6tima de fosforo para microalgas pode variar de 0,001 a 0,179 g L.
Contudo, para C. braunii, a concentragio de 0,008 g L' de fosfato pode ser considerado
um fator limitante para o crescimento, uma vez que essa concentragdo marcou o inicio

da fase estacionaria.

Segundo Maltsev et al. (2023), a limitacdo de determinados nutrientes, como o
fosforo e nitrogénio, em cultivos de microalgas pode estimular a producdo de
biomoléculas na cultura. Corroborando essa observacao, resultados obtidos por Satpati
et al. (2016) indicam um aumento de 3 vezes na concentragao de lipidios em cultivos de
Chlorella ellipsoidea submetidos a deficiéncia de fosforo. De forma similar, resultados
obtidos por Shi et al. (2020) apontam que Nannochloropsis oceanica apresentou um
aumento de até 4,4 vezes no teor total de lipidios quando cultivada sob condi¢cdes de

privacao de fosforo, em comparagdo com as condi¢des controle.

A auséncia de recuperagdo nas concentragdes apos as adi¢des de meio pode refletir
uma alta taxa de absor¢do associada ao aumento da biomassa e¢ de biomoléculas no

sistema do microrganismo, especialmente durante a fase exponencial (Solovchenko et

al., 2019).
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Além disso, a comparagdo entre os tratamentos com e sem cobre ndo evidenciou
diferencas expressivas no padrao de consumo de fosfato, sugerindo que, na concentragao
testada (10® mol L), o cobre livre ndo interferiu significativamente na dinimica de

assimilagdo de fosforo por Chlorolobion braunii.

4.3. Biomassa seca

A Figura 6 apresenta os resultados de biomassa seca (g L") de Chlorolobion braunii
obtida em diferentes dias de cultivo (2, 3, 5, 6, 7, e 8). Os resultados mostram um
aumento progressivo na biomassa seca tanto para os controles como para os tratamentos

ao longo do tempo (dias), indicando o crescimento populacional da microalga.
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Figura 6. Biomassa seca de Chlorolobion braunii obtida nos dias 2, 3, 5, 6, 7 e 8 para os
tratamentos. As barras escuras representam tratamentos com adi¢ao de cobre; barras cinzas
os controles. Barras de erro representam o desvio padrao da média (n=3).

Nos primeiros dias do experimento (dias 2 e 3), a biomassa seca foi menor em
comparagdo com os dias posteriores. No dia 2, a biomassa nos tratamentos com cobre
(0,06 g L") e nos controles (0,07 g L) nio apresentaram diferenca significativa.
Conforme aumentou a densidade celular do cultivo, os valores de biomassa seca também
aumentaram. Nos dias subsequentes, a biomassa continuou a aumentar tanto no
tratamento como no controle, refletindo a fase exponencial de crescimento. A partir do

dia 6, além da alimentacdo dos cultivos com nutrientes (batelada alimentada), iniciou-se
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a adicdo didria de 0,2 g L' de acetato de s6dio em todos os tratamentos, induzindo
metabolismo mixotrofico. Isso resultou em aumento da biomassa seca, que passou de
valores proximos de 0,35 para 0,6 g L'! ao longo dos dias seguintes, cerca de 1,7 vezes
a quantidade do dia anterior (dia 5). O valor médio, de maxima biomassa seca foi obtido
no tltimo dia de cultivo, sendo 0,72 g L'! em tratamentos com a adi¢do de cobre € 0,65

g L nos controles, sem diferenca significativa (p>0,05).

A mixotrofia, mesmo apds o periodo de crescimento exponencial fotossintético da
cultura (dia 5), resultou em um aumento notavel da biomassa, cerca de 1,7 vezes no dia
6 (fase estaciondria). Semelhante aos nossos resultados, Faria (2023) relatou um aumento
significativo no rendimento de biomassa seca de Chlorolobion lunulatum, com valores
de 2 g L' para a condi¢dio controle e 2,7 g L™! nos tratamentos que incluiram acetato de
sodio acima de 10 mg L, representando, em seu estudo, um incremento de
aproximadamente 1,3 vezes em relacdo ao controle. De forma semelhante, Wen et al.
(2019) mostraram a viabilidade da adi¢io diaria de 180 mg L' de acetato de sédio ao
cultivo da microalga Graesiela sp. em escala laboratorial durante 8 dias, resultando em
um aumento de biomassa de 15% a 29%. Chavoshi e Shariati (2019) investigaram
Dunaliella salina sob condi¢cdes mixotroficas, utilizando concentragdes de acetato de
sodio entre 4 g L' e 164 g L' e observaram que a densidade celular foi
aproximadamente 2x maior na concentra¢io de 8 g L' em comparacdo ao cultivo

autotrofico.

Em relagao ao efeito do cobre, a biomassa seca dos tratamentos com adi¢dao extra
desse metal manteve-se estatisticamente similar ao controle (p>0.05), mantendo-se
proximos a 0,8 g L' nos tltimos dias de experimento. Diferentemente destes resultados,
pesquisas recentes de Bolli (2023) e Baracho et al. (2018) ndo identificaram diferengas
significativas no contetido de biomassa em cultivos de Chlorolobion braunii em escala
laboratorial quando comparando os tratamentos controle ¢ aqueles expostos a
concentragdes de 1,1x10® mol L' de cobre livre durante 96 h e 48 h de cultivo,
respectivamente. No entanto, o estudo de Echeveste et al. (2017) registrou um aumento
significativo no volume celular de Chlorolobion braunii em concentragdes de cobre
cerca de 5000 vezes maiores do que as usadas no presente estudo. Os autores registraram
um aumento de 2,44 vezes no volume celular, passando de um valor médio de 115,6 pm’

no controle para 282,7 um’ no tratamento com o metal. Machado e Soares (2014),

29



estudando a microalga Pseudokirchneriella subcapitata, utilizaram analise de imagens
microscopicas para identificar alteracdes no volume celular causadas pela exposicdo a
metais. Seus resultados evidenciaram que, mesmo em concentracdes consideradas
subinibitorias, a presenga de metais ¢ capaz de provocar mudancas no volume das células

algais.

Os resultados obtidos nesse estudo apontam que a adi¢do de cobre nas concentragdes
utilizadas, ndo exerceu um efeito inibitdrio significativo no crescimento de
Chlorolobiuon braunii quando a cultura foi cultivada sob condigdes mixotroficas € com
adicdao de meio em batelada. Essa estratégia, revelou-se um método valido para sustentar
o acumulo de biomassa do cultivo, resultando em uma produtividade de 0,6 g L' de
biomassa seca ja a partir do 6° dia. Considerando que adicionar acetato de sodio e manter
a mixotrofia tem um custo adicional ao processo produtivo, e que a produtividade nos
dias 7 e 8 apresentaram concentragdes semelhantes a do dia 6, a data de coleta em um
sistema produtivo deve ser considerada com cautela. Concluimos que acetato de sodio
pode ser uma estratégia intensificadora da produg¢do de biomassa em cultivos de

Chlorolobion braunii em larga escala.

4.4. Irradiancia e temperatura

Considerando as condigdes ambientais no cultivo de microalgas em escala ampliada,
os dois principais fatores que também podem controlar a produtividade sdo a intensidade
luminosa e a temperatura (Richmond, 1992; (Rodriguez-Miranda et al., 2021). A
oscilacdo desses fatores afeta processos importantes do crescimento algal (Ras et al.,
2013). Nas tabelas 1 e 2 sdo apresentadas as temperaturas (Tabela 1) e intensidades
luminosas (Tabela 2) dentro dos reatores e na estufa durante o periodo experimental. A
variagao da temperatura nos cultivos acompanhou a variagdo na estufa, enquanto a

luminosidade teve o contribuinte da densidade de células nas culturas.

Aamplitude térmica dentro dos cultivos variou ao longo do periodo experimental,
com temperaturas minimas de 25,5 °C e maximas de 34,6 °C. A escala do cultivo
apresentou um impacto significativo nas variagdes de temperatura, entretanto, a escala
de cultivo de 200 L ndo chega a ter resiliéncia suficiente para manter a temperatura em

uma faixa ideal para o cultivo, sendo et faixa de 20 a 25°C (Ras et al., 2013). Cultivos
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em escalas maiores mostram maior resiliéncia as flutua¢des térmicas, especialmente em

sistemas abertos (De-Luca et al., 2017; Béchet 2013).

Tabela 1. Temperatura (°C) da estufa (E) e do cultivo (C) em diferentes horarios por 8 dias.

Dia oh 11h 13h 15h 17h
E i c | E i c E E c E E c | E E c

1 [28551257]32.0!27.3|36.0!30.1|33.0!32.7]32.0! 292
2 |31.0126.9]|37.0129.6|39.0:31.1|29.0:29.0(28.0!27.2
3 [39.0:30.1]|37.0:31.5[43.0:33.2|35.0:31.2|28.0127.5
a |27.0 : 25.5 | 35.0 : 30.9 | 36.0 : 33.9 | 31.0 : 28.9 | 30.0 : 29.7
5 |30.0 i 28.8 | 34.6 i 34.6 | 32.8 E 32.9 | 31.5 E 28.4 | 30.0 E 29.8
6 [29.0127.3]|350131.5|33.2133.2|34.0!32.5]33.0!29.9
7 |29.0:127.8]|350:30.5|36.0:32.8|33.0:31.7]|29.7129.7
8 |35.0 : 29.5 | 37.0 : 32.1| 36.6 : 30.8 | 30.3 : 30.2 | 29.3 : 28.3

A luminosidade dentro dos cultivos variou ao longo do dia e entre os dias, devido

nao somente a variagdo da incidéncia da luz natural ao longo do periodo diurno, mas

também em decorréncia da densidade de células, que aumentou com o tempo. O aumento

da densidade de células ou acimulo de biomassa se da por ser um sistema batelada, no

qual os nutrientes sdo consumidos e biomassa gerada ¢ acumulada. Em cultivos densos

¢ comum ocorrer o autossombreamento das células, o que pode gerar uma exposi¢ao

desigual a luz (Abuisi et al., 2020; Vera-Vives, 2024). A coluna de cultivo de 6

centimetros pode ter contribuido para o auto sombreamento decorrente da maior

densidade nos ultimos dias do periodo experimental, reduzindo a luminosidade incidente

no cultivo de forma homogénea. Culturas mais rasas, com colunas pequenas, de poucos

centimetros, podem reduzir tal efeito (Jerez et al. 2016; Saccardo et al, 2022).
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Tabela 2. Irradiancia (umol fotons m? s™) da estufa (E) e do cultivo (C) em diferentes horarios
por 8 dias.

Dia 9h 11h 13h 15h 17h

E i c | E i c | E i c | E i c | E i c
1 | 923 1 380 | 17681 387 [27841 588 | 19121 164 19121 105
2 29032 360 3540§ 613 36082 182 2422§ 85 1553§ 72
3 |20221 618 | 47341 557 32201 183 [20311 79 | 488 ! 68
4 | 864 . 49 1SEEE 243 21325 441 199?i 318 21255 189
5 |3163! 217 3507 ' 396 | 4070 485 | 787 | 84 | 740 ! 96
6 |32501 209 27oe§ 212 151?? 274 | 669 i 312 | 716 E 188
7 3543§ 96 483?§ 136 4042§ 129 15035 107 14c:-?_§ 10
8 |47901 100 34801 115 | 588 1 33 [32411 52 [15511 12

4.5. Parametros bioquimicos
4.5.1. Pigmentos

A Figura 7 apresenta a concentracdo dos pigmentos clorofila a, clorofila b, e
carotenoides totais em C. braunii, expressos em porcentagem da massa seca (%dw), nos
dias 3 e 8 de cultivo, em tratamentos controle e com adi¢do de 10® mol L' de Cu?*. Os
dados indicam que a exposicao ao cobre promoveu a concentragao de clorofila a no

ultimo dia do experimento.
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Figura 7. Concentragdo de pigmentos em Chlorolobion braunii (%dw) nos dias 3 e 8 do periodo
experimental: barras listradas representam clorofila a; barras lisas, Chl b; barras xadrez,
carotenoides totais. Barras escuras representam o tratamento com adi¢do de 10®* mol L™ de Cu™,
enquanto barras cinza representam os tratamentos controle. Barras de erro representam o desvio
padrdo da média (n=3). Letras iguais sobrescritas indicam auséncia de diferencga significativa (p>
0,05).

Diferentemente do presente estudo, Echeveste et al. (2017) ndao observaram aumento
do contetdo de clorofila a em Chlorolobion braunii apds exposicdo a concentragdes de
cobre livre proximas as utilizadas no presente estudo. Entretanto, os autores observaram
aumento significativo do pigmento em concentragdes S000x maiores do que a usada no
presente estudo, em detrimento do crescimento celular. Segundo os autores Wan et al.
(2018) e Silva et al. (2018) a presenca do metal em niveis ambientais, como o usado
neste estudo, pode atuar como um fator de estimulo para o acimulo do pigmento,

principalmente se acompanhado da manuten¢ao da taxa de crescimento.

Clorofila b e carotenoides totais nao sofreram alteracao mediante a adi¢ao do cobre.
Resultados semelhantes referentes a clorofila b também foram observados por Zhou et
al. (2012), e em estudo com Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus obliquus,
respectivamente, quando cultivadas em concentragdes toxicas de cobre (1,5x10° L7).
No entanto, 0s mesmos autores observaram um estimulo no acimulo de clorofilas a e b
em Chlorella pyrenoidosa quando cultivada na presenga de 0,2 € 0,5 mg L™ (3,1x10% e
7,8x10% mol L™, respectivamente) e em Scenedesmus obliquus cultivadas em 7,8x10¢
mol L™ de cobre. De maneira semelhante, Cypaité et al. (2014) observaram que a
concentracdo de clorofila » em células de Pseudokirchneriella subcapitata foi 4%

superior ao controle na concentragio de 1,5x10° mol L. Além disso, Li et al. (2021)
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também observaram que, em culturas de Chlorella vulgaris expostas a mesma
concentracdo de sulfonamidas, a presenca de 3,1x10° molL"! de cobre nio provocou
alteracdes significativas no teor de clorofila b, enquanto a concentragio de 7,8x10°
mol L™! resultou em uma redugiio estatisticamente significativa. Essas concentracdes sio

pelo menos 100x maiores do que a usada no presente estudo.

Quanto aos carotenoides totais, a auséncia de diferenca significativa entre o
tratamento com cobre € o controle nos mostra que a concentracdo de cobre foi
insuficiente para causar danos maiores nas células, como era esperado, uma vez que a
taxa de crescimento se manteve (Lombardi e Maldonado 2011). Esse padrao pode indicar
que nao houve a ativag¢do de rotas antioxidantes, ja que carotenoides sao conhecidos por
atuar na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que se acumulam sob
estresse ambiental (Shi et al., 2020). Hindarti e Larasati (2019), e Filova et al. (2020)
observaram aumento nos niveis de carotenoides em cultivos de Nitzschia sp expostas a
5x107 mol L' e de Raphidocelis subcapitata expostas a 1,5x10° mol L' de cobre,

respectivamente. Concentracdes 50 e 150x maiores do que a usada no presente estudo.

No geral, os resultados da composigao de pigmentos indicaram que a exposicao a 10
8 mol L' de Cu** ndo causou estresse oxidativo nas células. Esses resultados sustentam
a ideia de que concentragdes ambientais de cobre podem ser exploradas como ferramenta
para estimular as células, sem necessariamente causar estresse, desde que mantidas

dentro de limites fisiologicamente toleraveis (Aoyagi et al., 2023a; Aoyagi et al., 2023b).

4.5.2. Rendimento de biomoléculas

A Figura 5 apresenta a composi¢ao percentual das principais biomoléculas (lipidios,
proteinas e carboidratos) acumuladas na biomassa seca de Chlorolobion braunii (Fig.
8a), para o tratamento com cobre e para o controle, além do percentual de cinzas (Fig.
8b). No periodo do experimento em que o cultivo passou pela fase de crescimento
exponencial (dia 3) foram observados valores variados entre as diferentes biomoléculas,
ficando em torno de 55% da biomassa seca a concentragdo de lipidios, proteinas 30% e
carboidratos se mantiveram em torno de 8%, enquanto as cinzas em 6%. Entretanto, em

comparacdo entre os dois tratamentos, ndo foram observadas diferengas significativas
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para cada biomolécula. Essa microalga pode ser considerada uma espécie oleaginosa,

assim como Botryococcus braunii (Al Rayaan e Al Rayaan, 2021).
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Figura 8. Composi¢do de biomoléculas (% de biomassa seca) em culturas de Chlorolobion
braunii sob tratamento com 1078 mol L™ de cobre (barras escuras) e controle (barras claras), aos
dias 3 e 8. Lipidios (barras lisas), proteinas (pontilhadas), carboidratos (listradas) e cinzas
(onduladas), barras de erro indicam o desvio padrido da média (n=3). (a) Valores médios das
biomoléculas; letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05). (b)
Representacdo empilhada das fragdes, evidenciando sua contribuicao relativa a biomassa total.

Entretanto, no oitavo dia de cultivo (fase estacionaria), a composicdo bioquimica
mostrou respostas distintas no tratamento com cobre. O teor de lipidios aumentou
significativamente em relacdo ao controle, cerca de 23% do contetdo de biomassa seca
enquanto o conteudo proteico diminuiu 20%. Os carboidratos mantiveram-se estaveis,
sem variagdo estatisticamente significativa (p>0.05). Esses resultados mostram um efeito
de estimulo seletivo do cobre na biossintese de lipidios em Chlorolobion braunii, com

um aumento significativo dessa biomolécula em tratamentos com adicdo de 10 mol L™!

de Cu?".

Considera-se que na presen¢a de um fator de estimulo, como o cobre, o acimulo de
lipidios pode ser decorrente da ativa¢ao de mecanismos de defesa contra possivel estresse

oxidativo induzido pelos ions metélicos, mas depende da concentragdo do metal (Jin et
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al., 2024; Dauda, 2022). Segundo (Sivaramakrishnan e Incharoensakdi, 2022) a sintese
de lipidios pode consumir o excesso de elétrons na célula, reduzindo o contetido de

espécies reativas de oxigénio (ROS) e protegendo a célula.

E importante notar que, embora o cobre possa estimular o acimulo de lipidios como
uma resposta fisiologica, a concentracdo de cobre ¢ um fator critico. Concentracdes
pouco acima das requeridas pelo organismo podem afetar sua capacidade fotossintética,
exercendo um efeito inibitdrio no crescimento (Lombardi e Maldonado 2011; Jin et al.,
2024; Dextro et al. 2025). Aguilar-Ruiz et al. (2020) observaram um rendimento de
lipidios em Nannochloropsis oculata de até 2x maior em relagdo ao controle utilizando
a concentracdo de cobre de 1,74 mg L' (2,7x10° mol L), entretanto a taxa de
crescimento diminuiu em 16% e seguiu um padrdo de reducdo a medida que a
concentracdo de cobre aumentou. Em Spirulina platensis, El-din (2017) relatou forte
inibi¢ao no contetdo de clorofila e de proteinas em concentragdes de cobre da ordem de
10° mol L', confirmando o efeito toxico desse metal em niveis mais altos. De Abreu et
al. (2014) relataram que, em Chlorella vulgaris exposta a 1,6x10” mol.L™! de Cu?’, houve
redugdo do teor proteico e da biomassa, novamente evidenciando a toxicidade do metal.
De forma similar, Jin et al. (2024) também observaram que, embora o contetudo lipidico
de Tetradesmus obliquus tenha aumentado com o aumento da concentragdo de Cu**, o
crescimento populacional no cultivo foi menor em 0,8 mg L' (1,2x107° molL™) Cu?** do
que em 0.5 mg L' Cu?* (7,8x10° molL™"). Aumentar a concentragdo de lipidios em
detrimento da taxa de crescimento ndo ¢ o objetivo desta pesquisa, mas sim aumentar

lipidios mantendo-se a taxa de crescimento, de modo a gerar biomassa modificada.

O aumento nos lipidios observado neste estudo concorda com os resultados de
Baracho et al. (2019), que relataram aumento significativo na producdo de lipidios
Chlorolobion braunii quando exposta a 2,5x10® mol L' de Cu®". Importante destacar
que, nesse mesmo estudo, os autores mostraram que os teores de proteinas e carboidratos
totais permaneceram estaveis, reforcando a seletividade da resposta metabolica induzida
pelo metal. Por outro lado, nesse mesmo estudo, concentracdes mais elevadas do cobre
(5x10° mol L) resultaram em aumento de até 8x no contetido lipidico, entretanto, essa
concentragdo de cobre elevada se mostrou prejudicial para o crescimento da microalga.
Exposta a 5x10° mol L', Chlorolobion braunii apresentou taxa de crescimento 93%
menor em relagdo ao controle em BG11 (Baracho et al., 2019). Elleuch et al. (2024)

observaram que, em culturas de Dunaliella sp. suplementadas com cobre em

36



concentracio de 3,5x10° mol L', nio houve alteracio significativa no teor de
carboidratos em comparagdo ao controle, tampouco diferenga no conteudo de proteinas,

mas a taxa de crescimento foi estimulada ao longo do experimento.

A redugdo no conteudo proteico de C. braunii observada neste estudo (dia 8) pode
representar um redirecionamento metabolico como forma de adaptacdo ao cobre
introduzido, e ndo necessariamente um indicativo de dano celular. A auséncia de redugao
significativa no crescimento do cultivo e da biomassa total do tratamento em comparacao
ao controle reforga essa interpretacdo, sugerindo uma regulagdo metabdlica especifica

com priorizagdo da via lipidica.

Além das condicdes de cultivo, a selecdo da espécie € um fator determinante para o
perfil de resposta bioquimica frente a manipulacdo de fatores ambientais relacionados ao
cultivo. Segundo Singh et al. (2015), diferentes espécies podem apresentar
comportamentos fisiologicos e metabolicos distintos em relacdo aos mesmos estimulos.
Por exemplo, Silva et al. (2018) observaram em Scenedesmus quadricauda que
concentragdes de cobre da ordem de 10° mol L' aumentaram significativamente o
conteudo de proteinas e carboidratos totais, mas nao os lipidios, sugerindo respostas
fisiologicas especificas que podem variar conforme a espécie e a concentragao do metal.
Adicionalmente, Ghribi et al. (2025) relataram que culturas de Chlamydomonas sp.
expostas a concentragdo de 57,61 mg L ou 9x10* mol L de cobre apresentaram
aumento significativo tanto no contetido de lipidios quanto de carboidratos. No entanto,
esse aumento foi acompanhado por uma diminuicdo no teor de proteinas € no

crescimento populacional.

Os resultados do presente estudo ndo apenas refor¢am o potencial do cobre em
concentragdes ambientalmente relevantes, como agente modulador da producdo de
biomoléculas (lipidios) em Chlorolobion braunii, mas também evidenciam a viabilidade
de sua aplicagdo em sistemas biotecnologicos de cultivo. A capacidade de promover o
acumulo de lipidios sem comprometer significativamente a biomassa indica que o uso
controlado de Cu®** pode ser uma estratégia eficaz para otimizar o rendimento de
compostos de interesse industrial. Assim, este trabalho contribui com novas perspectivas
para o desenvolvimento de processos sustentdveis e economicamente vidveis na

producdo de microalgas.
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5. Estudo de producio de 6leo

A crescente demanda global por fontes sustentaveis de energia e matérias-primas
renovaveis tem impulsionado o desenvolvimento de alternativas a base de biomassa para
a produgdo de 6leos vegetais e biocombustiveis (Hoang et al., 2022; Xue et al., 2020).
Tradicionalmente, a soja (Glycine max) ocupa posi¢cdo de destaque nesse cenario, sendo
responsavel por cerca de 60% da producao mundial de oleaginosas (USDA; FAS, 2025).
No Brasil, a soja representa o principal produto do agronegocio (Embrapa Soja, 2020),
com uma produ¢io média de 3423 kg ha (IBGE, 2023), apresentando um rendimento
de lipidios de aproximadamente 18% da biomassa da semente (Zaabou et al., 2022; Wani
et al., 2022), e ciclo produtivo de 100 a 130 dias (EMBRAPA, 2020; Alsanie, 2021).
Como resultado, estima-se uma produg@o de 6leo por hectare em torno de 616 kg por

ciclo.

Apesar da escala de produgdo expressiva e da ampla aplicacao do 6leo de soja tanto
na alimentacdo quanto na producdo de biodiesel (Embrapa Agroenergia, 2022), a alta
dependéncia dessa oleaginosa representa um risco estrutural para o agronegocio
brasileiro. O sistema esta sujeito a impactos de pragas, doengas, variagdes climaticas e
oscilagdes de mercado (Embrapa Agroenergia, 2022), além de exigir extensas areas
agricultaveis e manejo agrondmico intensivo (Fuentes-Llanillo et al., 2021; Garbelini et
al., 2022). Em paralelo, questiona-se a sustentabilidade do uso de culturas alimentares
para a producao de biocombustiveis de primeira geracao, dado o uso competitivo do solo

e os limites da expansao agricola (Thanigaivel et al., 2022; Foong et al., 2022).

Nesse contexto, novas estratégias, como a de producdo de microalgas vém sendo
estudadas como fontes alternativas para a producao de 6leo e de biocombustiveis de
terceira geracdo. Tais organismos apresentam alta produtividade por area, ciclo de
crescimento curto, flexibilidade bioquimica e podem ser cultivados em areas que nao
competem com a agricultura tradicional (Hoang et al., 2022). Estudos bioquimicos
demonstram que microalgas podem conter entre 0,9% e 77% de lipidios, além de
proteinas (6,0-71%) e carboidratos (4,0-83,6%), o que amplia significativamente seu

potencial de uso (Gu et al., 2020).

No presente estudo, a microalga Chlorolobion braunii apresentou resultados
promissores quanto ao acimulo de 6leo. Neste trabalho, foi investigado o efeito da adi¢ao

de cobre (10 mol L!) no cultivo dessa espécie, observando-se um aumento substancial
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na producao de lipidios em relagdo ao controle. A microalga atingiu até 78,5% de lipidios
na biomassa seca no dia 8 de experimento, sob condi¢cdes semicontroladas e em escala

ampliada de cultivo (200 L), demonstrando potencial para aplicagdes industriais.

Utilizando reatores tipo raceway rasos, com 6 cm de profundidade, ciclo de 8 dias,
apresentando um teor de lipidio de 78,5% da biomassa seca ¢ area de 4,125 m?, alcangou-
se uma produtividade de 0,72 g L"! de biomassa seca por ciclo. Com essa configuragio,
sdo viaveis até 12,5 ciclos em 100 dias, totalizando cerca de 3491 kg de 6leo por hectare
em reatores com 6 cm de profundidade, aproximadamente 5,6 vezes mais que a soja (616
kg de o6leo por hectare) no mesmo intervalo. A produgdo diaria estimada de 6leo por
hectare para C. braunii foi de34,9 kg ha™' d!, enquanto a soja apresenta 6,16 kg ha' d!.
Esses valores indicam que seriam necessarios apenas 17,64 dias de cultivo da microalga
para igualar a produgdo de 6leo obtida com 100 dias de cultura de soja, ou 0,176 hectare
de cultivo de microalga para equiparar a producdo de 1 hectare de soja no mesmo

periodo.

Tabela 3. Produtividade de dleo de C. braunii cultivada com 107 mol L™ de cobre e da soja
(Glycine max), considerando produgdo diaria, producdo total em 100 dias, area necessaria de
cultivo de microalgas para igualar a produgdo de 1 ha de soja (Area microalgas / soja) e tempo
necessario para microalgas igualar a producdo de 6leo soja produzido em 1 ha (Tempo microalgas
/ soja). Produtividade da soja estimada com base na média nacional de 3423 kg ha™' e 18% oleo.
Produtividade de C. braunii estimada com base 0,72 g L' biomassa seca, 78,5% oleo.

Parametros Unidade C. brauni Soja
Oleo/dia kg/ha 34,91 6,16
Oleo em 100 dias kg/ha 3491,00 616,14
Area microalga / soja ha 0,176 1

Tempo microalga /

. dias 17,64 100
soja

Os dados de C. braunii mostram o elevado rendimento de 6leo na microalga em
sistemas batelada alimentada, mesmo tendo um baixo rendimento de biomassa. Ainda

que o cultivo de microalgas enfrente desafios como custos energéticos, infraestrutura e
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escalabilidade, os resultados obtidos com C. braunii indicam que, com otimizacdes
tecnologicas e estratégias de integragdo com industrias, a producao de 6leo microalgal

pode se tornar economicamente competitiva.

Portanto, considerando a produtividade por hectare, o tempo de cultivo reduzido, ¢ a
alta concentrag¢do lipidica, a microalga Chlorolobion braunii destaca-se como uma
possivel alternativa complementar a soja para suprir a crescente demanda por dleo
vegetal, tanto para usos alimentares quanto energéticos. Sua implementa¢do pode
contribuir para a diversificacio da matriz de producdo de oOleos, mitigando riscos
associados a dependéncia de monoculturas e promovendo avangos na sustentabilidade

dos sistemas bioenergéticos.

6. Conclusao

Os resultados deste estudo evidenciam o potencial biotecnologico da microalga
Chlorolobion braunii como fonte alternativa para a producao de dleos, o que pode ter
interesse industrial. A concentragdo de cobre usada foi baixa o suficiente para ndo afetar
negativamente a taxa de crescimento, mas alta o suficiente para estimular a célula a
produzir e acumular 6leo. O acimulo de 6leo no tratamento com cobre foi 23% maior
do que no controle, indicando que a concentragdo aplicada ndo causou efeitos toxicos,

tornando a estratégia segura e eficiente para aplicagdo em cultivos de larga escala.

C. braunii destaca-se como uma espécie resiliente, mostrando-se tolerante as
variagdes ambientais, respondeu a mixotrofia ¢ a manipulagdes biotecnoldgicas
direcionadas a otimizagdo da producdo de biomoléculas. Entretanto, a producao de
biomassa ficou aquém (0,72 g L) do esperado, necessitando de otimizagdo para um
rendimento de biomassa compativel com sistemas industriais ¢ que resulte em

viabilidade econdmica, qual seja, 10 a 12 g L™ (Faria 2023).

Apesar dos desafios que ainda limitam o cultivo em escala industrial, os avangos
tecnologicos e o uso de estratégias de integragdo com setores industriais podem tornar o
cultivo de microalgas economicamente vidvel. Considerando sua produtividade por
hectare, o tempo de cultivo reduzido e a concentracdo lipidica expressiva, C. braunii
apresenta-se como uma alternativa promissora e complementar na produgdo de dleos

vegetais, tanto para fins alimentares quanto energéticos.
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Dessa forma, os dados obtidos neste trabalho reforcam o papel estratégico de
Chlorolobion braunii como uma microalga promissora para o desenvolvimento de
sistemas sustentaveis, economicamente vidveis e tecnologicamente otimizaveis, com
potencial para atender a crescente demanda global por solu¢des baseadas em

biotecnologia.
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