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RESUMO  

As microalgas são organismos fotossintéticos, em geral, de crescimento rápido, com 

necessidades nutricionais simples e plasticidade fisiológica. Produzem biomoléculas em grande 

variedade e muitas de alto valor agregado. Em comparação com o número de espécies conhecidas, 

poucas são comercialmente usadas e descritas em relação à composição bioquímica. Esta pesquisa 

teve como objetivo principal investigar a fisiologia de microalgas com uma abordagem 

biotecnológica. Iniciamos o estudo investigando 12 cepas, incluindo organismos dos grupos 

Bacillariophyta, Cyanobacteria e Chlorophyta e uma cepa escolhida para ser submetida à 

manipulação bioquímica. A fixação de CO2 foi quantificada visando associar a produtividade de 

microalgas com a redução de um importante gás de efeito estufa. As algas foram cultivadas em 

fotobiorreator cilíndrico de alto desempenho (PBR) com iluminação interna em modo batelada 

sob condições controladas. Como resposta fisiológica avaliaram-se parâmetros de crescimento e 

fotossíntese (PhytoPAM), biomoléculas (carboidratos, proteínas e lipídios totais, composição de 

ácidos graxos, clorofila a e carotenoides) e potencial antioxidante. Complementamos o estudo 

com análise da biomassa por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) e termogravimetria (TG). Os resultados mostraram que Desmodesmus spinosus teve o 

maior rendimento de biomassa algal (2,4 g L-1), além de apresentar teores de clorofila a e 

carotenoides totais elevados, assim como Monoraphidium indicum. Quanto à composição de 

ácidos graxos, Nannochloropsis gaditana destacou-se na produção de ácido eicosapentaenoico 

(EPA). Entretanto, Kirchneriella aperta foi destaque nos parâmetros: atividade antioxidante 

(69%), conteúdo de proteínas e carboidratos, taxas fotossintéticas (~0,80) e maior taxa de fixação 

de CO2. FTIR mostrou que as espécies com o maior teor lipídico foram nas Chlorophyta N. 

gaditana, K. aperta, M. indicum, Chlorolobion guanense e Ankistrodesmus densus. TG mostrou 

3 estágios de decomposição térmica para todas as espécies. A microalga K. aperta foi selecionada 

para estudo da manipulação bioquímica. Nele, a alga foi exposta às diferentes cores de luz e 

concentração de cobre, isolados e em combinação. Mostramos que o cobre e as cores de luz de 

isolados resultaram em maiores concentrações de biomoléculas em comparação com os fatores 

combinados e com o controle. Por fim, um ensaio de ampliação de escala (250 L) empregando-

se a microalga Chlorella fusca foi realizado em reator do tipo raceway mantido em estufa. 

Desenvolvido na Espanha, esse estudo mostrou que o monitoramento da fotossíntese em tempo 

real apresentou valores de rETR duas vezes maior em comparação com análise pontual efetuada 

em laboratório. Além disso, a microalga C. fusca apresentou altas concentrações de compostos 

fotoprotetores. Os presentes resultados fornecem informações relevantes sobre a fisiologia, 

fotossíntese e caracterização bioquímica de diferentes microalgas e destacam espécies potenciais 

para prosseguir investigação com objetivo de aplicações comerciais. 

Palavras-chave: Bioprospecção, microalgas, composição bioquímica, fotossíntese 



ABSTRACT 

Microalgae are photosynthetic organisms, generally fast-growing, with simple nutritional 

requirements and physiological plasticity. They produce biomolecules in great variety and many 

with high added value. Compared to the number of known species, few are commercially used 

and described in relation to their biochemical composition. This research aimed to investigate the 

physiology of microalgae with a biotechnological approach. We started the study by investigating 

12 strains, including organisms from the Bacillariophyta, Cyanobacteria, and Chlorophyta groups 

and a strain chosen to be subjected to biochemical manipulation. CO2 fixation was quantified to 

associate microalgae productivity with the reduction of important greenhouse gas. Algae were 

grown in a high-performance cylindrical photobioreactor (PBR) with internal lighting in batch 

mode under controlled conditions. As a physiological response, such as growth and 

photosynthesis parameters (PhytoPAM), biomolecules (carbohydrates, proteins, lipids total, fatty 

acid composition, chlorophyll a, and carotenoids), and antioxidant potential were evaluated. We 

complement the study with an analysis of the biomass by Fourier transform infrared spectroscopy 

(FTIR) and thermogravimetry (TG). The results showed that Desmodesmus spinosus had the 

highest yield of algal biomass (2.4 g L-1), in addition to presenting high levels of chlorophyll a, 

and total carotenoids, as well as Monoraphidium indicum. As for the fatty acid composition, 

Nannochloropsis gaditana stood out in the production of eicosapentaenoic acid (EPA). However, 

Kirchneriella aperta stood out in the parameters: antioxidant activity (69%), protein and 

carbohydrate content, photosynthetic rates (~0.80), and higher rate of CO2 fixation. FTIR showed 

that the species with the highest lipid content were in Chlorophyta N. gaditana, K. aperta, M. 

indicum, Chlorolobion guanense and Ankistrodesmus densus. TG showed 3 stages of thermal 

decomposition for all species. The microalgae K. aperta was selected for the study of biochemical 

manipulation. In it, the alga was exposed to different colors of light and copper concentration, 

alone and in combination. We showed that copper and isolated light colors resulted in higher 

concentrations of biomolecules compared to the combined factors and the control. Finally, a large-

scale test (250 L) using the microalgae Chlorella fusca was carried out in a raceway reactor 

maintained in an oven. Developed in Spain, this study showed that real-time monitoring of 

photosynthesis showed rETR values twice as high compared to spot analysis performed in the 

laboratory. In addition, the microalgae C. fusca showed high concentrations of photoprotective 

compounds. The present results provide relevant information on the physiology, photosynthesis, 

and biochemical characterization of different microalgae and highlight potential species for 

further investigation with the aim of commercial applications. 

Keywords: Bioprospecting, microalgae, biochemical composition, photosynthesis  
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APRESENTAÇÃO  

 

       Esta tese é apresentada da seguinte maneira: Introdução geral, Justificativas e 

Objetivos, e, para melhor organização, foi dividida em quatro capítulos que constam 

de Resumo, Introdução, Material e Métodos, Resultados, Discussão e Conclusões. 

Cada capítulo foi escrito em formato de artigo. As referências citadas em cada capítulo 

foram agrupadas no final da tese.  

Capítulo 1. Apresentamos os resultados obtidos sobre o crescimento, rendimentos 

fotossintéticos, curva de luz, fixação do CO2, proteínas totais, carboidratos totais, 

pigmentos e atividade antioxidante. Doze espécies de diferentes grupos foram 

cultivadas em um novo fotobiorreator (PBR) de alta performance (patente submetida 

em outubro/2021 e publicada em junho/2022) em que confirmamos a eficácia do 

sistema.  

Capítulo 2. Traz a caracterização da biomassa por análises de espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria (TG/DTG) e de 

determinação de ácido graxos. Assim como a caracterização bioquímica (capítulo 1), 

essas análises permitiram direcionar a biomassa para aplicações comerciais. 

Capítulo 3. Com base nos resultados do capítulo 1, a cepa Kircheneriella aperta foi 

selecionada para a realização da manipulação bioquímica por fatores abióticos 

(qualidade de luz e íons de cobre), sendo avaliado o crescimento, parâmetros 

fotossintéticos e a composição bioquímica (proteínas, carboidratos, lipídios e atividade 

antioxidante).  

Capítulo 4. Refere-se ao cultivo de Chlorella fusca em escala ampliada em que o objetivo 

principal foi demonstrar as diferenças das análises fotossintéticas realizadas durante o 

cultivo (in situ) e medidas no laboratório (ex situ) além de realizar a caracterização 

bioquímica. Supervisão Prof. Dr. Felix Lopez Figueroa, Universidade de Málaga, 

Espanha. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O aumento da concentração de CO2 atmosférico, principal componente das 

emissões de gases de efeito estufa, apresenta grandes desafios e exige processos de 

mitigação. A mitigação biológica tem se mostrado promissora porque o CO2 atmosférico 

pode ser convertido em biomassa por autótrofos e as microalgas são organismos eficientes 

para esse processo (WANG et al., 2008). Microalgas são organismos unicelulares 

fotossintéticos que formam um amplo grupo caracterizado por serem microscópicos, com 

capacidade de fixação de CO2 e que desempenham um papel fundamental nos 

ecossistemas aquáticos. Por meio do processo fotossintético, as microalgas são 

responsáveis por aproximadamente 40% do oxigênio global na atmosfera (MORENO-

GARRIDO, 2008). Além disso, são importantes produtores primários nas cadeias 

alimentares aquáticas e grandes contribuintes para a dinâmica das trocas gasosas no 

planeta (BOROWITZKA, 2016). Considerando a capacidade fotossintética de microalgas 

fotoautotróficas, o uso desses organismos para mitigação de CO2 atmosférico tem 

recebido cada vez mais atenção (HALSEY; MILLIGAN; BEHRENFELD, 2010).  

As microalgas são uma fonte natural de uma grande variedade de compostos 

(AMARO; GUEDES; MALCATA, 2011; BOROWITZKA, 2016), e como resultado de 

sua diversidade, adaptação e plasticidade metabólica, alguns desses compostos atraem o 

interesse comercial. A biomassa microalgal é considerada rica em proteínas, carboidratos 

(CHIA et al., 2013; ROCHA; LOMBARDI; MELÃO, 2016) e minerais, para fins 

alimentares; os pigmentos e carotenoides produzidos por esses organismos podem ter 

aplicações especiais nas indústrias cosmética e farmacêutica (BOROWITZKA, 2013). 

Além disso, foram detectados em microalgas, enzimas, lipídios com ácidos graxos 

valiosos, conhecidos principalmente por sua insaturação e propriedades anti-

inflamatórias (CHIA et al., 2013; CHIA; LOMBARDI; MELÃO, 2013; LOMBARDI; 

WANGERSKY, 1991) e fitoesteróis (MARTIN-CREUZBURG; ELERT, 2009). 

As proteínas se enquadram na categoria de compostos estruturais, constituintes do 

material genético e responsáveis pela mediação das reações celulares nas microalgas; 

sendo seu uso proposto como suplementação alimentar (BECKER, 2007). 

Os carboidratos são uma das fontes de energia e nutrientes biológicos mais 

importantes da natureza. As algas conseguem acumular alto conteúdo de carboidratos 

(HO; CHEN; CHANG, 2012) com potencial para serem utilizadas como matéria-prima 

de fermentação para a produção de bioetanol (HARUN; DANQUAH; FORDE, 2010). 
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Os pigmentos presentes nas algas são responsáveis pela absorção de luz, apoiando 

a fixação de CO2 e proteção das células contra danos por radiação excessiva. Três grupos 

principais de pigmentos são encontrados nas microalgas: carotenoides, ficobilinas e 

clorofilas (KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014). Os carotenoides têm atividades 

antioxidantes intrínsecas que constituem a base de proteção contra o estresse oxidativo 

(KOLLER; MUHR; BRAUNEGG, 2014); eles protegem a clorofila de danos 

ocasionados por excesso de luz. Ficobilinas são menos comuns em Rhodophyta e 

Cyanobacteria, onde têm importante função de captura de fótons (MANIRAFASHA et 

al., 2016). Esses pigmentos podem ser usados como corantes de alimentos, cosméticos e 

aditivos alimentares (YE; JIANG; WU, 2008). A clorofila a é comum a todos os 

organismos fotossintéticos e constitui o principal pigmento nas reações fotoquímicas. 

Os compostos antioxidantes têm aplicações potenciais em alimentos, cosméticos 

e medicamentos; em humanos, esses compostos atuam como proteção eficiente contra os 

estressores oxidativos e de radicais livres (PULZ; GROSS, 2004). Além disso, a geração 

de outros compostos bioativos escassos, em particular aqueles que apresentam resposta 

imunológica, atividades anticâncer, anti-inflamatórias e antibióticas (ABED; 

DOBRETSOV; SUDESH, 2009; GARRIDO et al., 2013; OLAIZOLA, 2000; PASQUET 

et al., 2011) têm demonstrado ocorrer em microalgas. Assim, esses metabólitos bioativos 

de origem microalgal são de interesse especial no desenvolvimento de novos produtos 

para as indústrias médicas, farmacêuticas, cosméticas, alimentícias, tecnologia de 

alimentos e para a produção de “energia verde” como o biogás (COLLET et al., 2011), 

biodiesel (CHISTI, 2007), bio-hidrogênio (CHOCHOIS et al., 2009), bioplásticos 

(RAHMAN; MILLER, 2017) e bioetanol (JOHN et al., 2011), em que se há uma 

tendência global e crescente para produtos considerados saudáveis, ambientalmente 

sustentáveis e ecologicamente corretos (ARIEDE et al., 2017). 

Neste contexto, a bioprospecção é uma ferramenta que visa o isolamento e 

identificação de espécies de algas capazes de sintetizar compostos bioativos para 

aplicações nos mais diversos setores comerciais.  
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1.2. CIANOBACTÉRIAS E MICROALGAS 

 

1.2.1. Cianobactérias 

 

 As Cyanophyceae ou algas verde-azuladas são, hoje, geralmente referidas como 

Cyanobactérias. O termo cianobactéria reconhece que essas algas procarióticas são mais 

intimamente relacionadas com as bactérias procarióticas do que com algas eucarióticas. 

Elas existem em diferentes morfologias, incluindo unicelulares, suspensas ou bentônicas, 

ou agregados e formas filamentosas, tricoma único ou feixes com ou sem bainha 

(BOONE; CASTENHOLZ; GARRITY, 2001) ou ainda coloniais. 

 As cianobactérias apresentam clorofila a e tem a água como o doador de elétrons 

durante a fotossíntese, levando à evolução do oxigênio. A maioria produz o pigmento 

ficocianina que conferem às células uma cor azulada quando presente em concentração 

suficientemente elevada, sendo responsáveis pelo nome popular de algas verde-azuladas; 

em alguns casos, o pigmento acessório vermelho, ficoeritrina, também é formado 

(WHITTON; POTTS, 2002).  

 As cianobactérias foram identificadas como uma nova e rica fonte de compostos 

bioativos e têm sido considerado um dos grupos mais promissores de organismos para 

produzi-los (BHADURY; WRIGHT, 2004; DAHMS; YING; PFEIFFER, 2006). Esses 

organismos têm aplicações na maricultura, alimentos, combustível, fertilizantes, corantes 

e produção de vários metabólitos como toxinas, vitaminas, enzimas e produtos 

farmacêuticos (ABED; DOBRETSOV; SUDESH, 2009). Considerando a diversidade e 

potenciais usos de cianobactérias na biotecnologia, o estudo fisiológico e bioquímico 

fornece o direcionamento para avaliar qual espécie é mais promissora para possíveis 

aplicações. Dentre as mais diversas espécies, destacamos quatro gêneros investigados 

nesta pesquisa:  

 

Nostoc 

 O gênero Nostoc é caracterizado por ser filamentoso, apresentar tricomas envoltos 

em uma bainha, geralmente se divide por fissão binária em apenas um plano e geralmente 

não exibe ramificação verdadeira, mas ramificação pode ocorrer. Heterocistos e acinetos 

são formados, e a reprodução ocorre por fragmento dos tricomas, móveis (hormogonia). 
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Os numerosos tricomas formam frequentemente agregados gelatinosos ou colônias, 

aparentemente de dois tipos (DODDS; GUDDER; MOLLENHAUER, 1995). 

Geitlerinema 

O gênero Geitlerinema é constituído por células filamentosas pertencentes à 

ordem Oscillatoriales, podendo ser encontrado em diferentes habitats aquáticos, como 

ambientes de água doce ou marinhos. Apresenta tricoma delgado, altamente móvel, 

flexível e deslizante, com forma arredondada em ambas as extremidades e a ausência 

obrigatória de bainha (FRANCESCHINI et al., 2009). 

Phormidium 

O gênero Phormidium é caracterizado por apresentar tricomas cilíndricos; 

levemente ondular intensamente ou parafusar irregularmente como enrolado, sem 

restrições e ligeiramente constrito nas paredes transversais, 1-12 µm de largura, com 

células crescendo após divisão com aproximadamente o tamanho original da célula-mãe, 

capacidade de formar bainhas ao redor dos tricomas dependentes das condições 

ambientais, bainhas firmes, aderentes aos tricomas, não lamelados, tricomas móveis na 

bainha e sem bainha (FRANCESCHINI et al., 2009). 

Sphaerocavum  

Colônias microscópicas, flutuantes, em estágios jovens, na forma de pequenas 

cavidades esféricas ou irregulares, posteriormente ocas, amplamente elípticas, cilíndricas 

ou irregulares em forma, com buracos na superfície da colônia, ligeiramente achatada; 

envelope mucilaginoso estreito, difluente, imperceptível, incolor; células esféricas, 

inicialmente mal-arranjadas, sempre na superfície da colônia; conteúdo da célula com 

aerótipos. Divisão celular em dois planos em gerações sucessivas (DE AZEVEDO; 

SANT’ ANNA, 2009). 

 

1.2.2. Chlorophyta 

 

As Chlorophyta, ou algas verdes, possuem clorofilas a e b, e reservam amido no 

cloroplasto, geralmente em associação com um pirenóide. Chlorophyta, portanto, difere 
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do resto das algas eucarióticas na formação do produto de armazenamento no cloroplasto 

em vez de no citoplasma.  

 Chlorophyta, que compreende a maioria das algas. O filo acomoda uma grande 

variedade de algas desde o menor eucarioto conhecido (ou seja, Ostreococcus) a algas 

simbióticas (BAUDELET et al., 2017). 

Para este trabalho destacam-se os gêneros a seguir: 

 

Ankistrodesmus  

 Esse gênero apresenta espécies com indivíduos coloniais, predominantemente de 

vida livre, agrupados em feixes, às vezes em colônias compostas. As células podem ser 

fusiformes, cilíndricas ou lunares, retas, encurvadas ou torcidas em espiral, muito 

alongadas.  

 A reprodução sexuada ocorre pela formação de dois, quatro, oito ou, mais raro, 16 

autósporos por esporocisto, com o mesmo formato da célula-mãe, inclusos na parede 

celular materna antes de serem liberados para o meio.  

 O gênero, de distribuição cosmopolita, inclui cerca de 20 espécies 

(FRANCESCHINI et al., 2009).  

Desmodesmus  

 São representados por cenóbios planos, livre-flutuantes, formados por 

duas, quatro, oito, ou 16 células fusiformes, elipsoidais ou cilíndricas, dispostas lado a 

lado em série linear, mais raramente em duas series alternantes, unidas por sua face dorsal. 

A maioria das espécies apresenta espinhos nos polos das células externas do cenóbio, os 

quais também podem estar presentes em um ou ambos os polos das células internas. Cada 

célula é uninucleada e contém um cloroplasto parietal com um pirenoide. A reprodução 

assexuada dá-se pela formação de autocolonias, as quais são liberadas pela ruptura da 

parede da célula-mãe (FRANCESCHINI et al., 2009). 

Monoraphidium  

 As células são solitárias, cilíndricas ou fusiformes, retas, arqueadas, em forma de 

meia-lua, de “S” ou espiraladas, muitas vezes afiladas nas extremidades, contendo um 

cloroplasto parietal com ou sem pirenoide. A reprodução assexuada se efetua pela 

formação de dois a 16 autósporos por esporocisto, produzidos em uma ou duas séries 
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paralelas; após deslizarem ao longo do eixo da célula-mãe, autósporos se isolam 

completamente, e sua liberação ocorre por ruptura longitudinal ou transversal da parede 

materna (FRANCESCHINI et al., 2009). 

Kirchneriella  

 Indivíduos coloniais, de vida livre. As células são lunadas ou irregularmente 

torcidas, envoltas por uma mucilagem homogênea. O plastídio parietal preenche quase 

todo o interior da célula. A reprodução assexuada ocorre pela formação de dois, quatro 

ou oito autósporos por esporocisto, inclusos na mucilagem materna: os autósporos são 

produzidos em séries e liberados pela ruptura da parede da célula-mãe (FRANCESCHINI 

et al., 2009).  

Chlorolobion  

 Caracterizada por serem células unicelulares e de flutuação livre ou anexada. As 

células são semilunares a fusiforme, sem processos alongados; paredes celulares lisas. 

Células uninucleadas; cloroplasto único e parietal, com pirenoide único. Reprodução 

assexuada por autósporos. Estágios flagelados e reprodução sexuada desconhecida 

(COMAS, 1980).  

Tetraselmis  

 Tetraselmis é um gênero de uma alga flagelada (Prasinophyceae) que contém 

muitas espécies marinhas e poucas espécies de água doce. As células móveis de 

Tetraselmis têm quatro flagelos, que emergem de uma depressão anterior (ou apical) da 

célula. Esse gênero tem um processo de formação de parede celular que é único entre 

algas verdes à medida que as células sintetizam pequenas escamas no aparelho de Golgi, 

que sofrem exocitose através de vesículas secretoras derivadas de Golgi para formar uma 

parede sólida (teca) composta por escamas fundidas. Em relação ao habitat, a maioria das 

espécies de Tetraselmis são de vida livre (planctônicas ou bentônicos), embora algumas 

espécies vivam em habitats especializados, por exemplo, como endossimbionte em 

platelmintos (MARTIGNIER et al., 2018). 

Chlorella  

As microalgas do gênero Chlorella podem ser células esféricas, subesféricas ou 

elipsoides, únicas ou formando colônias com até 64 células, mucilagem presente ou 



24 

 

ausente. Apresentam cloroplasto único, parietal, com pirenoide presente circundado por 

grãos de amido. A reprodução ocorre por autósporos. Autósporos são liberados através 

da ruptura da parede da célula mãe. A célula-filha pode permanecer ligada aos restos da 

parede da célula mãe e formar colônias com envelopes de mucilagem. Apresentam parede 

celular rígida que preserva a integridade da célula contra invasores e ambientes hostis 

(SAFI et al., 2014). 

 

1.2.3. Ochrophyta 

 

Grupo de algas caracterizado pela coloração castanho-dourado, coloração dada 

principalmente pela concentração de fucoxantina. Os representantes desse grupo são 

providos de plastídios endossimbióticos secundários com clorofila a e c (DE REVIERS, 

2006). 

Nannochloropsis 

Nannochloropsis é um gênero de formato esférico não móvel com diâmetro médio 

de 2 a 3 µm. Conseguem sintetizar biopigmentos de alta qualidade como astaxantina, 

zeaxantina e cantaxantina, utilizados para diversas aplicações industriais. Além disso, 

eles têm capacidade de acumular alta concentração de ácidos graxos poli-insaturados 

(YUKESH KANNAH et al., 2021). 

Diatomácea CCMA-293 

As diatomáceas são organismos unicelulares, providos de parede celular de sílica 

bivalve complexa, a frústula, apresentando bandas conectivas. As células podem se reunir 

como colônias ou pseudofilamentos. Não possuem flagelos, mas as espécies que 

apresentam rafe (fenda longitudinal disposta na frústula de um grande número de formas 

da ordem Pennales) podem se mover sobre um substrato, excretando substancias 

mucilaginosas. A mucilagem induz a adesão ao substrato, e uma série de microfibrilas 

situada na região da rafe está envolvida nos movimentos. Outro fenômeno de mobilidade 

nas diatomáceas corresponde à capacidade de se enterrarem periodicamente nos 

sedimentos. Elas estão amplamente distribuídas na natureza (DE REVIERS, 2006). 
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1.3. FOTOSSÍNTESE 

 

 A fotossíntese é a conversão biológica da energia luminosa em energia química, 

armazenada na forma de compostos de carbono orgânico. O processo fotossintético 

inicia-se com a absorção da luz e a transferência de sua energia para estruturas especiais, 

chamadas centros de reação, onde a energia é utilizada na separação da carga elétrica. 

Esses três processos - absorção, transferência de energia e separação de carga primária - 

constituem as chamadas reações de luz da fotossíntese e são fundamentalmente 

semelhantes em todos os organismos fotossintéticos.  

A fotossíntese é um processo fotobioquímico que incorpora duas reações 

principais: reações dependentes e as independentes de luz (SEKAR; RAMASAMY, 

2015). As reações dependentes de luz envolvem a captura de energia luminosa e sua 

subsequente conversão em transportadores de energia, como nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH) e adenosina trifosfato (ATP). O oxigênio, 

liberado como subproduto da fotólise da água, fornece os elétrons necessários ao longo 

das reações de luz. Os elétrons são transferidos para dois grandes complexos de proteínas 

denominados fotossistema I (PSI) e fotossistemas II (PSII). Na primeira fase, a luz 

absorvida excita clorofilas especiais, P680, dentro do PSII. Isso inicia a translocação de 

elétrons através da membrana tilacoide formando uma cadeia de transporte de elétrons 

(RAMANNA; RAWAT; BUX, 2017; SEKAR; RAMASAMY, 2015) que segue rumo ao 

PSI, onde nova energia luminosa será absorvida (clorofilas P700) para   contribuir com o 

transporte dos elétrons. Esse processo gera ATP e NADPH, os substratos para fixação de 

CO2 por meio das reações independentes da luz. 

As reações de fixação do CO2 não requerem luz e são regularmente referidas como 

o ciclo de Calvin-Benson (CB). A incorporação de uma molécula de CO2 a uma molécula 

de açúcar requer três ATP e dois NADPH. O ciclo CB envolve três fases, ou seja, fixação 

de CO2, redução do 3-fosfoglicerato (uso de ATP e NADPH) e regeneração da ribulose-

1,5bifosfato (RuBP) usando ATP. O ciclo CB envolve treze reações enzimáticas 

diferentes, no entanto, uma enzima é crítica para esta via, a ribulose-1,5-bifosfato 

carboxilase/oxigenase (RuBisCO). A enzima RuBisCO é responsável pela fixação de 

CO2, servindo como  transformação  biológica de carbono (RAMANNA; RAWAT; BUX, 

2017; SEKAR; RAMASAMY, 2015).  

 As reações de luz da fotossíntese podem ser estudadas por técnicas não 

destrutivas como a fluorescência da clorofila a do PSII, que nesse caso tem como base a 
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propriedade natural de fluorescência da clorofila a. O uso do método de fluorometria de 

pulso de amplitude modulada (PAM) fornece diferentes parâmetros de fluorescência que 

caracterizam o estado da fotossíntese (FIGUEROA; JEREZ; KORBEE, 2013; GENTY; 

BRIANTAIS; BAKER, 1989; SCHREIBER, 2007). O método fluorométrico PAM 

emprega uma combinação de três tipos diferentes de luz (modulada, actínia e saturante) 

e isso permite analisar a cinética de indução da fluorescência nos organismos 

fotossintetizantes. 

Por meio da técnica PAM, parâmetros como o rendimento quântico máximo e o 

rendimento quântico operacional do PSII representam ferramentas úteis para os 

bioensaios com organismos fotossintetizantes porque indicam, respectivamente, a 

capacidade do centro de reação  adaptado ao escuro e adaptado à luz em converter energia 

luminosa em energia química (GENTY; BRIANTAIS; BAKER, 1989). Também é bem 

aceito que a dissipação fotoquímica (qP) e a dissipação não fotoquímica (NPQ) são úteis 

na medição de processos de conversão de energia durante o processo fotossintético 

(SCHREIBER; SCHLIWA; BILGER, 1986; SCHREIBER, 2007). Dentre os parâmetros 

que auxiliam na avaliação da capacidade fotossintética, a curva rápida de luz (RLC) mede 

o rendimento quântico efetivo em função da irradiância.  

A RLC fornece informações detalhadas sobre as características de saturação do 

transporte de elétrons, bem como o desempenho fotossintético geral da alga (RALPH; 

GADEMANN, 2005). Essas curvas podem ser descritas por três regiões: ao início, há 

uma região limitada por luz, seguida de uma região saturada de luz e, eventualmente, uma 

região de fotoinibição por excesso de luz (irradiância supra ótima). Com baixa irradiância, 

a fotossíntese é limitada, definindo-se na curva uma inclinação ascendente inicial (α) 

sendo proporcional à eficiência de captura de luz e ao rendimento quântico efetivo 

(SCHREIBER, 2004). A irradiância mínima que causa saturação da fotossíntese (Ek) é 

determinada encontrando a interceptação de α com a taxa fotossintética máxima 

(ETRmax) (SAKSHAUG et al., 1997). O parâmetro Ek está relacionado à dissipação da 

energia, onde a dissipação fotoquímica (qP) domina abaixo e no entorno do Ek, enquanto 

a dissipação não-fotoquímica (NPQ, qN) começa mostrar-se acima de Ek (HENLEY, 

1993), contrabalançando o excesso de luz e permitindo que a fotossíntese se mantenha, 

mantendo-se no platô da curva. Nessa situação tem-se a máxima capacidade 

fotossintética, representada pela taxa de transporte de elétron relativa máxima (rETRmax) 

(Schreiber, 2004). Com irradiância ainda mais alta, a fotossíntese tende a sofrer declínio, 

situação em que NPQ e qN tendem a dominar sobre qP. Com as curvas de fotossíntese 
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versus irradiância (P–E) tradicionais, esse declínio está geralmente associado à 

fotoinibição (HENLEY, 1993), no entanto, com RLCs, esse declínio pode estar ligado à 

regulação dinâmica para baixo de PSII (WHITE; CRITCHLEY, 1999), não à 

fotoinibição, pois não há tempo suficiente para ocorrer danos ocasionados pela luz. 

 

 

1.4.SISTEMAS DE CULTIVO 

 

O cultivo de microalgas e cianobactérias é uma das áreas de impulso 

biotecnológico com enorme potencial de mercado para a produção de diversos produtos 

como biodiesel, bioetanol, cosméticos, suplemento alimentar e, consequentemente, a 

mitigação do CO2. Contudo, a produção de biomassa algal ainda é um processo custoso 

e desafiador. Neste contexto, o desenvolvimento de tecnologia de biorreatores é uma 

ferramenta que visa reduzir custos e aumentar a produtividade da produção (EVENS et 

al., 2000).  

Dentre as várias categorias de fotobiorreatores para microalgas fotossintéticas, 

pode-se defini-los como sistemas abertos ou fechados.  

 

1.4.1. Sistemas abertos 

 

O cultivo em reatores abertos oferece uma forma simples e econômica de 

produção algal. Esses reatores são mais comumente usados do que os fechados para 

cultivos em larga escala, incluem grandes lagoas rasas, tanques circulares e tanques do 

tipo raceway. A relação comprimento/largura é um parâmetro importante na concepção 

de um reator tipo raceway. Maior largura pode resultar em baixa velocidade de corrente, 

o que não é desejável para mistura e transferência de massa. O comprimento e a 

profundidade são determinados, respectivamente, pelo volume de cultura que uma 

unidade pode conter e penetração da luz. Em geral, esse tipo de reator opera com 15 a 20 

cm de profundidade (PULZ, 2001). 

Outro reator de sistema aberto amplamente utilizado é o reator conhecido como 

thin-layer, que consiste em duas pistas inclinadas conectadas por um canal através do 

qual a cultura fluiu da área superior para a inferior. No final da pista inferior, há um tanque 

de retenção, que por meio de bombeamento a cultura é transportada para a pista superior. 
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A cultura é depositada em um tubo que possui muitas saídas para distribuição. O nome 

do reator se refere à fina camada que o mesmo propicia as culturas que, em geral, é de 

cerca de 6 mm (DOUCHA; LÍVANSKÝ, 2009). 

A principal desvantagem dos sistemas abertos é a ameaça permanente de 

contaminação e grande área necessária para sua instalação. A principal desvantagem em 

termos de produtividade parece ser a limitação por luz devido à alta espessura da camada 

(KUMAR et al., 2015; PULZ, 2001). Entretanto, a altura da camada pode ser reduzida e 

culturas mais densas torna-se realidade. 

 

1.4.2. Sistemas fechados 

 

Os sistemas fechados foram inicialmente projetados para superar alguns  

problemas associados aos sistemas dos cultivos abertos, como baixa densidade e 

contaminação (CHISTI, 2007). Um fotobiorreator (PBR) pode ser definido como 

qualquer recipiente fechado (ou quase fechado) para produção fotoautotrófica 

(ANDERSEN, 2005). Um bom projeto de PBR deve usar a luz de forma eficiente; a 

iluminação deve ser uniforme, reduzir o auto sombreamento e ainda fornecer uma rápida 

transferência de CO2 e O2. Esses sistemas apresentam condições de cultivo reprodutíveis, 

e hidrodinâmica controlável, entretanto sofre com aquecimento (SHOW; LEE; CHANG, 

2011). Além disso, o projeto de PBR deve ser adequado para o cultivo de várias espécies 

de microalgas e evitar a incrustação no reator (KUMAR et al., 2011). 

Dentro desse contexto, há uma busca constante de novos fotobiorreatores a fim 

de aprimorar os cultivos de microalgas, como o fotobiorreator utilizado neste trabalho. 

 

1.4.3. Fotobiorreator cilíndrico de alto desempenho  

A produção de biomassa de qualidade e reprodutibilidade em altas concentrações 

é necessária para a prospecção de biomoléculas, dado que microalgas apresentam 

plasticidade fisiológica e, consequentemente, sua composição bioquímica varia com a 

condição ambiental. Nesta pesquisa, finalizamos o desenvolvimento de um PBR (BR 

102020023994-5 A2) ao qual demos o nome de PBR de alto desempenho. Ele suporta o 

cultivo de diferentes espécies de microalgas, admitindo regulação na agitação, cor e 

intensidade da luz, do pH/CO2, e possui baixo índice de contaminação. O PBR usado 

neste estudo tem capacidade para 3 L de meio de cultivo, é cilíndrico com iluminação 



29 

 

interna por diodos emissores de luz (LED) intermediado por um controlador de 

iluminação e controle automático do CO2. Nesse sistema, a luz permanece constante em 

todas as fases do cultivo. Desse modo, os cultivos não sofrem auto sombreamento, 

resultando em alta produção de biomassa algal (e seus metabólitos), em cultivos 

saudáveis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fotobiorreator cilíndrico de alto desempenho com iluminação interna em diferentes fases de 

cultivo. 

 

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Os estudos sobre microalgas e compostos bioativos vêm contribuir com o 

desenvolvimento de compostos de alto valor. A atual produção de bioprodutos por meio 

desses microrganismos pode ser insustentável se o processo não estiver bem estabelecido 

(DE SOUZA et al., 2019). Desse modo, caracterizar a biomassa de diferentes microalgas 

torna-se importante para a inserção no mercado de novos produtos e devido à alta 

variabilidade biológica desses organismos, conhecer sua composição e bioprodutos de 

modo a ampliar a diversidade de microalgas que possam ser aplicadas comercialmente 

apresenta grande interesse industrial. Setores como a indústria farmacêutica, nutracêutica, 

e alimentícia são os grandes interessados nesse conhecimento.  

Dada à plasticidade fisiológica das microalgas, no nosso entendimento, essa 

caracterização precisa ser feita em condições de cultivo saudável sob crescimento 
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exponencial, condição esta facilmente reprodutível. É com esta informação que 

conheceremos a fisiologia das cepas e poderemos sugerir mecanismos de manipulação 

bioquímica para o aumento de bioprodutos de interesse. Forneceremos assim o 

conhecimento necessário aos setores industriais para poderem optar por organismos de 

interesses específicos. 

Uma das características importantes no cultivo de microalgas é a possibilidade de 

mantê-las em fotobiorreatores, não necessitando de áreas agriculturáveis. Mas o controle 

de processo para manter condição ideal ou quase, como iluminação e agitação, que pode 

variar conforme a alga que se cultiva, ainda é objeto de pesquisa mundial. Isso ocorre, 

pois, as necessidades das microalgas são muitas vezes individuais, demandando 

conhecimento específico. Uma tecnologia adequada e de bom aceite na área seria o 

desenvolvimento de um fotobiorreator capaz de manter em crescimento diferentes 

microalgas com diferentes características, ou seja, pertencentes a diferentes grupos 

taxonômicos.  

Esta pesquisa teve como objetivos contribuir com informações sobre a fisiologia 

de microalgas considerando a biotecnologia dos cultivos microalgas, e a caracterização 

de biomoléculas e, para isso, propusemos um modelo de fotobiorreator (PBR) cilíndrico 

com iluminação interna em que é possível controlar a intensidade luminosa. Utilizando o 

PBR proposto e já testando sua eficácia para diferentes grupos, nele cultivamos e 

caracterizamos 12 espécies de microalgas e cianobactérias. Foram analisados o 

crescimento, fotossíntese, fixação de CO2, composição bioquímica (proteínas, 

carboidratos, lipídios e pigmentos), atividade antioxidante, ácidos graxos, e 

complementou-se com análises da biomassa por meio de FTIR e termogravimetria. 

Realizamos manipulação bioquímica de uma cepa promissora (Kirchneriella aperta) e 

ainda um cultivo em escala ampliada (250 L) com a microalga Chlorella fusca. 

Assim, reforçamos que todos os aspectos desta pesquisa são importantes para o 

atual estado da arte na biotecnologia de microalgas. O desenvolvimento do PBR que 

conseguiu manter ampla variedade de espécies em crescimento saudável, a caracterização 

bioquímica das espécies, que forneceu informações novas e ampliou as já existentes 

acerca das microalgas, indicando potenciais cepas para aplicações específicas. Além 

disso, o cultivo em escala ampliada mostrou que o monitoramento in situ fornece 

informações mais precisas do que os ex situ para culturas ampliadas. 

Esta pesquisa abrange a fisiologia e biotecnologia de microalgas e assim contribui 

para novas informações. 
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2. Capítulo 1- Caracterização bioquímica e fisiológica de 12 espécies de 

microalgas e cianobactérias em fotobiorreator cilíndrico de alto 

desempenho  

 

RESUMO 

 

Microalgas e cianobactérias são fontes naturais de uma grande variedade de compostos. 

Como resultado de sua diversidade, adaptação e plasticidade metabólica, alguns desses compostos 

são produzidos exclusivamente por microalgas e com alto interesse comercial. Nosso objetivo foi 

avaliar a produção de biomassa e caracterizar 12 espécies de microalgas e cianobactérias quanto 

à sua composição bioquímica, características de crescimento e fotossíntese. Os organismos foram 

cultivados em um novo fotobiorreator cilíndrico de alto desempenho (PBR) com iluminação 

interna em modo de cultura batelada. A intensidade da luz foi mantida quase constante, ajustando-

a conforme a irradiância fotossintética ativa (PAR) monitorada nas culturas à medida que as 

culturas cresciam. Cada espécie foi cultivada em sua respectiva intensidade de luz onde a 

fotossíntese satura (Ek). Quantificamos proteínas totais, carboidratos, pigmentos, atividade 

antioxidante, taxa de crescimento, rendimento de biomassa e os parâmetros fotossintéticos como 

rendimento quântico máximo, efetivo e curva de luz. Os resultados mostraram que as taxas de 

crescimento das algas verdes foram superiores ao habitualmente descrito na literatura e as taxas 

fotossintéticas mostraram que todos os cultivos estavam saudáveis. As proteínas totais foram 

maiores em Kircheneriella aperta e Nannochhloropsis gaditana, mas os carboidratos foram 

maiores em K. aperta. O potencial antioxidante com quase 70% também foi maior em K. aperta, 

seguida por Chlorolobion guanense (41%) e Ankistrodesmus densus (35%). Desmodesmus 

spinosus e Monoraphidium indicum são microalgas potenciais à produção de clorofila a e 

carotenoides totais devido ao alto rendimento desses compostos. O rendimento de biomassa foi 

maior em D. spinosus (2,4 g L-1), seguido por N. gaditana, A. densus, Tetraselmis gracilis e M. 

indicum (~ 1 g L-1). Entre as cianobactérias, Geitlerinema sp. foi a melhor espécie para produzir 

ficocianina. Os presentes resultados fornecem informações relevantes sobre a fisiologia e 

caracterização bioquímica de diferentes microalgas e destaca espécies potenciais para aplicações 

comerciais. 

 

Palavras-chave: Bioprospecção, Biotecnologia, Carboidratos, Fotossíntese, Proteínas, Pigmentos  
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INTRODUÇÃO 

 

 As microalgas podem ser únicas na síntese de compostos específicos. Porém, 

poucas espécies são exploradas comercialmente, dessa forma, a busca por novas espécies 

que atendam às necessidades comerciais contribui para o desenvolvimento da 

biotecnologia das microalgas. 

 No entanto, apesar do interesse e dos esforços até o momento, o cultivo de 

microalgas tem seus desafios. Uma das limitações no cultivo de microalgas para coleta 

de biomassa e/ou biomoléculas é o projeto e a operação de fotobiorreatores (PBR). As 

culturas em batelada são os sistemas mais simples de produzir algas, mas as condições 

internas variam muito com o tempo, refletindo na variação da condição fisiológica e da 

composição bioquímica como produto. Portanto, um PBR com um sistema que controle 

parâmetros importantes de cultivo como pH e luz, garante células saudáveis, 

reprodutibilidade e, consequentemente, qualidade da biomassa (SIMUTIS; LÜBBERT, 

2015).  

A qualidade da biomassa é um ponto crucial a ser considerado tanto para 

investigações fisiológicas quanto para aplicações comerciais; a razão 

proteínas/carboidratos (P/C) tem sido sugerida como um indicador do estado fisiológico 

das microalgas (GANF; STONE; OLIVER, 1986; KILHAM et al., 1997). 

 Assim, os objetivos desta pesquisa foram avaliar a capacidade de um novo PBR 

no cultivo de diferentes microalgas e prospectar 12 espécies de microalgas e 

Cyanobacteria (6 Chlorophyta, 1 Ochrophyta, 1 Bacillariophyta e 4 Cyanobacteria) 

quanto à sua composição bioquímica e fisiologia. 

 As culturas foram cultivadas em um PBR cilíndrico de alto desempenho baseado 

em modo de cultivo em batelada com pH, CO2 e iluminação interna controlados. Para 

avaliar o desempenho do PBR e caracterizar as cepas como contribuintes para a 

biotecnologia das microalgas, alguns aspectos da fisiologia das algas foram monitorados. 

Especificamente, analisamos as taxas de crescimento, taxa de fixação de CO2, 

rendimentos quânticos, dissipação da fluorescência, curva de luz, produção de biomassa, 

pigmentos (clorofila a e carotenoides totais), biomoléculas (carboidratos e proteínas) e 

atividade antioxidante. Por fim, destacamos diversos organismos com potencial para 

produção comercial. Nossas descobertas podem ajudar outros pesquisadores que buscam 

PBR em escala laboratorial de alto desempenho e aqueles que se concentram na 



33 

 

biotecnologia e produção de microalgas. Neste estudo, microalgas e cianobactérias serão 

referidas coletivamente como microalgas. 

 

 

MATERIAL E MÉTODO 

 

Fotobiorreator e condições de cultura 

As culturas de microalgas foram realizadas em fotobiorreator em escala de 

laboratório (PBR). O PBR consiste em um modelo tubular de vidro de borosilicato com 

uma coluna borbulhante com capacidade de 3 L. Possui paredes de 2,5 mm de espessura, 

garantindo maior resistência e facilidade de manuseio e limpeza; diâmetro interno é de 

95 mm com caminho óptico de 35 mm. Além disso, o sistema possui duas entradas na 

tampa superior para inserção dos eletrodos de pH e temperatura. O PBR possui 

iluminação emitida de dentro para fora feita de tiras de LED comerciais uniformemente 

distribuídas por toda a coluna, garantindo que a energia da luz seja direcionada para as 

células. 

Os organismos (SISGEN A5EF193) usados para esta investigação foram 5 

Chlorophyta de água doce (Ankistrodesmus densus 003, Chlorolobion guanense 387, 

Desmodesmus spinosus 062, Kirchneriella aperta 123, Monoraphidium indicum 549), 

duas Cyanobacteria de água doce (Phormidium mucicola 059 e Sphaerocavum 

brasiliense 593), uma Bacillariophyta (Diatomácea 293). Eles foram gentilmente cedidos 

pela Profa. Dra. Inessa Lacativa Bagatini, curadora da Coleção e Cultura de Microalgas 

de água doce do Departamento de Botânica (Laboratório de Ficologia, Universidade 

Federal de São Carlos, Brasil (CCMA UFSCar)) que está cadastrada no World Data 

Center for Microorganisms sob o n.º 835. Além disso, duas outras Cianobactérias foram 

gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Célia Leite Sant'anna da Coleção de Algas, 

Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botânica (CCIBt), São Paulo, Brasil (Nostoc sp. 

3206 e Geitlerinema sp. 3241), e duas espécies marinhas (Nannochloropsis gaditana, 

uma Ochrophyta, e Tetraselmis gracilis, uma Chlorophyta) fornecidas pelo Instituto de 

Oceanografia da Universidade de São Paulo (IO-USP, Brasil).  

As culturas de monoalgais foram mantidas no PBR de alto desempenho contendo 

2 L de meio BG-11 para Chlorophyta e Cyanobacteria e para a diatomácea foi utilizado 
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o meio WC (GUILLARD; LORENZEN, 1972); para as espécies marinhas o meio foi BG-

11 com 30 g L-1 de sal marinho. Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave. 

As culturas foram mantidas em pH 6,8 - 7,0 por adição automática de CO2 (15% v/v) em 

mistura com argônio (85% v/v), incubado a 25 °C ± 1 com fotoperíodo 12:12 

claro/escuro.  

A melhor intensidade de luz para as diferentes espécies foi determinada a partir 

de curvas rápidas de saturação de luz, realizadas pela técnica de fluorescência in vivo da 

clorofila a do PSII, a partir da qual foi determinada a irradiância saturante (Ek). Cada 

espécie foi cultivada em seu respectivo Ek (Tabela 1). A intensidade da luz durante o 

cultivo foi mantida constante pelo controle da luz e medida com um microssensor 

quântico esférico (Walz-Germany) conectado a um medidor de luz (LI-250A, LI-COR, 

EUA). 

 Todas as culturas, exceto as de cianobactérias, foram inoculadas com 105 células 

mL-1 em crescimento exponencial de células saudáveis. Os inóculos de Cyanobacteria 

foram baseados em unidades de fluorescência relativa (RFU; clorofila a in vivo) 

determinadas usando um Fluorômetro de Turner (EUA). Os tratamentos foram realizados 

em triplicata, e o tempo experimental variou de 6 a 10 dias, dependendo da espécie.  

 

 

Espécies Código EK (µmol fótons m-2 s-1) 

Ankistrodesmus densus CCMAUFSCar-003 150 

Chlorolobion guanense CCMAUFSCar-387 200 

Desmodesmus spinosus CCMAUFSCar-062 230 

Kirchneriella aperta CCMAUFSCar-123 200 

Monoraphidium indicum CCMAUFSCar-549 270 

Nannochloropsis gaditana IO 250 

Tetraselmis gracilis IO 240 

Geitlerinema sp CCIBt-3241 260 

Nostoc sp CCIBt-3206 170 

Phormidium mucicola CCMAUFSCar-059 60 

Sphaerocavum brasiliense CCMAUFSCar-563 60 

Diatomacea CCMAUFSCar-293 60 

Tabela 1- Espécies de microalgas e cianobactérias investigadas. Cada espécie tem 

sua própria identificação (número de cepa) e respectivos valores de irradiância 

saturante (Ek). 
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Crescimento e determinação de biomassa seca 

As culturas foram monitoradas diariamente para contagem de células (células mL-

1) e concentração de clorofila a in vivo (mg L-1) usando um Fluorômetro Turner Design 

segundo o procedimento descrito em Silva et al. (2018). As células foram contadas em 

microscópio óptico em câmara de Fuchs-Rosenthal e por citometria (MUSE®, Millipore 

- EUA). 

As taxas de crescimento foram determinadas por regressão linear do logaritmo 

natural das células mL-1 versus tempo (dias) para as algas verdes e diatomáceas na fase 

de crescimento exponencial. Para as cianobactérias, clorofila a in vivo foi usada no lugar 

das células mL-1. A inclinação da equação de regressão linear da fase de crescimento 

exponencial correspondeu à taxa de crescimento específica. A regressão linear e a 

plotagem dos dados foram realizadas no software Igor Pro (Wavemetrics, EUA). 

O peso seco foi determinado usando filtros de fibra de vidro de 47 mm (Sartorius-

Germany ou Millipore-USA) previamente calcinados a 400 °C por 8 h. As amostras (50 

mL) foram filtradas em bomba de vácuo (Millipore-USA) e os filtros foram secos a 40 

°C por 24 h, removidos e colocados em um dessecador por pelo menos 30 min e pesados 

em balança microanalítica com 1 µg resolução (Metler Toledo-Switszerland). 

 

Composição de biomoléculas e atividade antioxidante 

As biomoléculas determinadas consistiram na quantificação de clorofila a, 

carotenoides totais, ficocianina, carboidratos totais, proteínas totais, lipídios totais e 

atividade antioxidante. 

A clorofila a e os carotenoides totais foram medidos diariamente e seguiram a 

metodologia descrita em Wellburn (1994. As amostras foram filtradas em membranas de 

acetato de celulose que foram dissolvidas em 3 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) à 

temperatura ambiente. O extrato foi lido a 480, 665, 649 nm usando espectrofotômetro 

(NANOCOLOR, Macherey-Nagel, Alemanha).  

A extração e determinação da ficocianina seguiram a metodologia descrita em 

Yéprémian et al. (2017). Após a extração do pigmento, as amostras foram lidas a 620 e 

650 nm em espectrofotômetro (NANOCOLOR-Macherey-Nagel, Alemanha). 
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 Os carboidratos totais foram determinados de acordo com Albalasmeh; Berhe; 

Ghezzehei (2013). Em que é usado ácido sulfúrico e tem a glicose como padrão para a 

curva de calibração. Amostras de cultura (30 mL) foram centrifugadas (4400 rpm, 20 °C, 

15 min) em uma centrífuga refrigerada (Legend XTR; Thermo Scientific, EUA), o 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi mantido congelado (-22 °C) até análise, que não 

ultrapassou 10 dias. 

As proteínas totais foram determinadas de acordo com Bradford (1976) com 

protocolo de extração conforme descrito em Rausch (1981). Amostras de cultura (50 mL) 

foram centrifugadas conforme descrito para carboidratos. Após a extração das proteínas, 

uma alíquota de 100 µL da amostra digerida foi adicionada à 5 mL do reagente Coomassie 

Brilliant Blue. Proteínas totais foram determinadas em função de uma curva de calibração 

feita com padrão de albumina bovina. 

O potencial antioxidante foi analisado em extratos de amostras liofilizadas por 

meio da técnica de DPPH, seguindo a metodologia descrita por Pires et al. (2017), uma 

modificação de Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Para fazer o extrato, 50 mg de 

biomassa seca foi extraída em 1 mL de etanol 70%, sonicada (Sonics - EUA) no escuro e 

centrifugada (4000 rpm, 15 min a 20 °C) em uma centrífuga refrigerada (Legend XTR; 

Thermo Scientific, EUA). Este processo de extração foi repetido 3 vezes e os extratos 

foram somados. 

 

Parâmetros fotossintéticos 

 Os parâmetros fotossintéticos foram obtidos através de fluorômetro de amplitude 

de pulso modulado, PhytoPAM (Heinz-Walz Effeltrich, Alemanha). Para as algas verdes 

foi utilizado o PhytoPAM-I, que apresenta quatro comprimentos de onda e para as 

cianobactérias e diatomácea as medidas fotossintéticas foram realizadas no PhytoPAM-

II, este possui cinco comprimentos de ondas no qual são mais abrangentes para estes 

grupos de algas. O rendimento fotossintético quântico máximo (Fv/Fm) foi determinado 

após 15 min de aclimatação das algas no escuro; o rendimento fotossintético quântico 

efetivo (Φ'M) foi medido após a alga ter sido aclimatada à luz por 10 min durante a fase 

exponencial, assim como a dissipação de fluorescência fotoquímica (qP) e não-

fotoquímica (NPQ). As equações seguiram as de Juneau; El Berdey; Popovic (2002), 

conforme descrito abaixo: 
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 ФM = FM – FO/FM 
                                                        (1) 

 Ф’M = ( F’M – F’S
)/F’M                                            (2) 

 qP = F’M – FS/F’M – F’O                                        (3) 

 NPQ = (FM  - F’M)/F’M                                         (4) 

          F’O = FO/([Fv/Fm] +[FO/F’M])              (5) 

 

Onde, FM: Fluorescência máxima das células adaptadas ao escuro; Fo: fluorescência 

inicial de adaptação ao escuro; F’M: fluorescência máxima adaptada ao claro; Fv: variação 

da fluorescência final em relação a inicial; F’o: é o rendimento mínimo de fluorescência 

da clorofila na presença de centros de reação abertos do fotossistema II. 

 

As curvas rápidas de saturação de luz (RLC) fornecem a taxa relativa de 

transferência de elétrons (rETR) da cadeia fotossintética foram obtidas na fase 

exponencial. O ajuste matemático da RLC foi feito de acordo com Platt; Gallegos; 

Harrison (1980) para obter o valor da inclinação inicial das curvas (α), onde apenas a luz 

é um fator limitante da fotossíntese, a taxa máxima (relativa) de transporte de elétrons 

(ETRmax) e a irradiância saturante (Ek); sendo o Ek  calculado a partir da divisão de 

ETRmax por α. 

 

Produtividade primária (PB) 

A produtividade teórica primária ou fixação de carbono foi determinada conforme 

descrito em Candido; Lombardi (2020). Para este cálculo foram determinados: a 

concentração de clorofila a (mg m-3) conforme Wellburn (1994); varreduras  de 

absorbância de comprimento de onda de 400 a 700 nm no extrato de clorofila, realizadas 

usando um espectrofotômetro UV/Vis (NANOCOLOR-Macherey-Nagel, Alemanha), os 

coeficientes de absorção de luz da clorofila a (a) foram calculados considerando as 

varreduras de absorbância média (A) como descrito na equação 6: 

a = 2303x (A/l)        (6) 

 

Onde, l é o comprimento do caminho óptico da cubeta. 
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O coeficiente de absorção específico para clorofila a (a* Chl a) foi determinado 

pela equação 7:  

               

            a* Chl a = a/[Chla]               (7) 

 

A taxa absoluta de transporte de elétrons (aETR) foi calculada de acordo com a 

equação 8: 

 aETR = 0.5 x a* Chl a x PAR x Ф’M      (8) 

 

Assim, a taxa teórica de fixação de carbono foi determinada de acordo com Morris 

et al. (2008), e indica a quantificação de carbono fixada por mol de elétrons transportados 

ao longo da cadeia de transporte de elétrons. O coeficiente teórico de rendimento de 

fixação de CO2 (Фe, mol C [mol elétrons]-1) de 0,2 (MORRIS et al., 2008) foi usado para 

o cálculo desta taxa, assumindo que cinco elétrons são necessários para fixar o átomo de 

carbono. 

 

 Análise de dados 

As análises estatísticas (ANOVA One-way) foram realizadas com o software 

Minitab 17. Os gráficos foram feitos usando o software Igor Pro versão 5.4. 

 

RESULTADOS 

 

Crescimento e Composição Bioquímica 

Os parâmetros de crescimento em função do tempo experimental (horas) são 

mostrados na Figura 1. O logaritmo natural da densidade celular (células mL-1) para todas 

as espécies, exceto as cianobactérias, é mostrado na Figura 1a. Para as cianobactérias ln 

clorofila a in vivo (mg mL-1) é mostrado na Figura 1b. As taxas de crescimento (d-1) são 

apresentadas em Figura. 1c, e a biomassa seca em Figura 1d.  

Esses resultados mostraram que a Diatomácea CCMA-UFSCar293 apresentou a 

menor densidade celular, enquanto altas densidades celulares foram obtidas para N. 

gaditana, D. spinosus e M. indicum (Fig. 1a). Em relação às taxas de crescimento, os 
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menores valores (~ 0,2 d-1, Fig. 1c) foram obtidos para as cianobactérias P. mucicola e S. 

brasiliense. 

 As Chlorophyta D. spinosus e T. gracilis foram as espécies que apresentaram as 

maiores taxas de crescimento (~ 1,0 d-1). A biomassa seca (g L-1) foi maior para N. 

gaditana, A. densus, T. gracilis e M. indicum, com cerce de 2,0 g L-1, mas a maior 

biomassa foi obtida em culturas de D. spinosus (2,4 g L-1); K. aperta, C. guanense, P. 

mucicola, S. brasiliense e a Diatomácea CCMA-UFSCar293 produziram a menor 

biomassa. 

 

Figura 1: Parâmetros de crescimento. (a) ln do número de densidade celular (célula. mL-1) e (b) ln clorofila 

a in vivo (µg mL-1) para as Cianobactérias em função do tempo experimental; (c) taxa de crescimento (d-1) 

e (d) biomassa seca (g L-1). Círculo aberto: A. densus; quadrado aberto: D. spinosus; triângulo aberto: M. 

indicum; círculo fechado: N. gaditana; quadrado fechado: T. gracilis; diamante aberto: K. aperta; ampulheta 

fechada: C. guanense; triângulo fechado: P. mucicola; ampulheta aberta: S. brasiliense; gravata fechada: 

Geitlerinema sp.; diamante fechado: Nostoc sp.; gravata aberta: Diatomácea CCMA-UFSCar293. As barras 

de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 
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A Figura 2 relaciona taxas de crescimento e dados de produção de biomassa seca 

para todos os organismos cultivados. Observamos que existe uma relação funcional entre 

essas duas variáveis, com um coeficiente de correlação de 0,723 (rendimento de biomassa 

= -0,517 + 2,54 x taxa de crescimento, r = 0,723). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados relacionados à clorofila a e aos carotenoides totais são apresentados 

na Figura 3. Após 10 dias de crescimento, D. spinosus acumulou maiores quantidades de 

clorofila a e carotenoides totais, atingindo o valor de ~ 50 µg mL-1, enquanto as demais 

espécies produziram cerca de ~ 2 a 20 µg mL-1 (Fig. 3a). A maior concentração de 

carotenoides totais (Fig. 3b) também foi obtida por D. spinosus (30 µg mL-1) no último 

dia de experimento, em comparação às demais espécies cultivadas. M. indicum acumulou 

~ 20 µg mL-1 de clorofila a e ~ 10 µg mL-1 de carotenoides; as demais espécies 

apresentaram cerca de 1 a 2 µg mL-1 de carotenoides. 

 

Figura 2. Peso seco (g L¬1) em função da taxa de crescimento (d-1) para as espécies cultivadas. 

As barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). Equação de regressão linear: 

2,54x - 0,517, r = 0,723. Símbolos: quadrado aberto: algas verdes; círculo aberto: 

cianobactérias; triangulo: diatomácea. 
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Figura 3. Composição dos pigmentos. (a) Clorofila a (µg mL-1); (b) Carotenoides totais (µg mL-1) em 

função do tempo experimental. Círculo aberto: A. densus; quadrado aberto: D. spinosus; triângulo aberto: 

M. indicum; círculo fechado: N. gaditana; quadrado fechado: T. gracilis; diamante aberto: K. aperta; 

ampulheta fechada: C. guanense; triângulo fechado: P.mucicola; ampulheta aberta: S .brasiliense; gravata 

fechada: Geitlerinema sp.; diamante fechado: Nostoc sp.; gravata aberta: Diatomácea CCMA-UFSCar293. 

As barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 

 

Em relação ao conteúdo de ficocianina (Fig. 4), os resultados mostraram que a 

Geitlerinema sp. foi a espécie que mais produziu esse pigmento (0,4 mg L-1). As demais 

cianobactérias produziram em torno de 0,06 mg L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Concentração de ficocianina (mg mL-1) para as espécies de cianobactérias. 

As barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 
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As proteínas e carboidratos totais (µg mL-1) são mostrados na Figura 5. A 

Chlorophyta K. aperta e a Ochrophyta N. gaditana produziram em torno de 25 µg mL-1, 

espécies promissoras para a síntese de proteínas (Fig. 5a), já as Bacillariophyta e 

Cyanobacteria produziram menos. Em relação aos carboidratos, K. aperta apresentou a 

maior concentração cerca de 8,0 µg mL-1 (Fig. 5b), o que pode estar relacionado à sua 

cápsula mucilaginosa. A cianobactéria Nostoc sp. foi a segunda espécie que mais 

acumulou carboidratos, cerca de 4,0 µg mL-1. 

A razão proteínas/carboidratos (razão P/C) é mostrada na Figura 5c. Todas as 

proporções foram superiores a 1,0, mas a maior foi observada em N. gaditana (~ 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Composição bioquímica das espécies cultivadas. (a) Proteínas totais (µg mL-1); (b) Carboidratos 

totais (µg mL-1); (c) Razão Proteínas:Carboidratos. As barras de erro representam o desvio padrão da média 

(n = 3). 
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  O potencial antioxidante sequestrante do radical DPPH (%) das espécies 

cultivadas é apresentado na Tabela 2. Todas apresentaram alguma atividade antioxidante, 

exceto a Diatomácea CCMA-UFSCar293, cujo extrato não apresentou atividade 

detectável. O extrato de K. aperta apresentou ~ 70% de atividade antioxidante, a maior 

entre as espécies investigadas. C. guanense e A. densus apresentaram 41 e 36%, 

respectivamente. Entre as cianobactérias, Geitlerinema sp. exibiu 30%. Para as outras 

espécies, o potencial obtido variou de 7 a 25%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 

 

ND*- não detectado 

 

 

 

Espécies  Potencial antioxidante (%) 

 
A. densus 

 

 
 

36 (1.97)BC 

C. guanense 

 
 

41 (6.60)B 

D. spinosus 
 

 
19 (8.47)BCDE 

K. aperta 
 

 
69 (4.32)A 

M. indicum 

 
 

25 (5.00)BCDE 

N. gaditana 
 

 
11 (1.10)DEF 

T. gracilis 

 
 

7 (2.52)EF 

Geitlerinema sp.  30 (1.45)BCD 

Nostoc sp. 

 
 

14 (2.00)CDEF 

P. mucicola 
 

 
24 (2.90)BCDE 

S. brasiliensis 
 

 
12 (1.50)DEF 

Diatomacea 

CCMA-

UFSCar293 

 
ND* 

Tabela 2 - Potencial antioxidante sequestrante de radicais DPPH (%) das espécies 

estudadas. Os valores representam a média de n=3 e os valores entre parênteses, o desvio 

padrão da média. 
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Análise Fotossintética  

O rendimento quântico máximo (Fv/Fm) em função do tempo experimental é 

reportado na Figura 6. Este parâmetro variou de ~ 0,6 a 0,8 para algas verdes e 

diatomáceas, enquanto para cianobactérias o rendimento quântico máximo variou de 0,1 

a 0,4. 

 

 

A Figura 7 mostra o rendimento quântico efetivo do fotossistema II (PSII) (Fig. 

7a) e dissipação de fluorescência (Fig. 7b) para as células em crescimento exponencial. 

O rendimento quântico efetivo (Ф'M) foi de aproximadamente 0,6 para a maioria das 

espécies; para as cianobactérias, esse parâmetro ficou em torno de 0,2 a 0,3. A dissipação 

fotoquímica (qP) permaneceu em torno de ~0,8 e, consequentemente, os valores de 

dissipação não fotoquímica (NPQ) permaneceram baixos para todas as espécies, 

indicando condições ideais de cultivo. 

 

 

Figura 6. Rendimento quântico fotossintético máximo (Fv/Fm) relatado em unidades de fluorescência relativa (R.U.) 

em função do tempo experimental. Círculo aberto: A. densus; quadrado aberto: D. spinosus; triângulo aberto: M. 

indicum; círculo fechado: N. gaditana; quadrado fechado: T. gracilis; diamante aberto: K. aperta; ampulheta fechada: 

C. guanense; triângulo fechado: P.mucicola; ampulheta aberta: S .brasiliense; gravata fechada: Geitlerinema sp.; 

diamante fechado: Nostoc sp.; gravata aberta: Diatomácea CCMA-UFSCar293. As barras de erro representam o desvio 

padrão da média (n = 3). 
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As curvas rápidas de luz representadas por rETR versus intensidade de luz são 

apresentadas na Figura 8. A Figura 8a reporta as curvas para algas verdes e a Figura 8b 

para cianobactérias e diatomáceas. Observamos que a maioria das espécies de algas 

verdes apresentou curvas de amplitude moderada em função do aumento da intensidade 

luminosa, assim, a taxa máxima de transporte de elétrons (ETRmax) para essas espécies 

foi em torno de 150 µmol elétrons m-2 s-1, como pode ser visto na Figura 8a. Por outro 

lado, T. gracilis foi a espécie mais adaptada ao aumento de PAR, exibindo maior 

amplitude em sua curva, consequentemente a maior ETRmax entre as espécies estudadas 

(~ 220 µmol elétrons m-2 s-1, Fig. 8b). A cianobactéria Nostoc sp atingiu a saturação 

fotoquímica com aumento do PAR, em 178 µmol fótons m-2 s-1, enquanto as demais 

espécies adaptaram-se bem, evidenciado pela amplitude da curva. A diatomácea exibiu 

um comportamento semelhante a Nostoc sp, e ambas as espécies apresentaram a menor 

ETRmax entre as espécies estudadas (~ 40 µmol de elétrons m-2 s-1, Fig. 8b). 

Figura 7. Parâmetros de fluorescência em fase exponencial de culturas: (a) rendimento quântico PSII, (b) 

Dissipação da fluorescência. Símbolos: círculo cinza: dissipação fotoquímica (qP); círculo preto: dissipação 

não fotoquímica (NPQ). As barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 
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A Figura 9 relata a inclinação inicial da curva (α), a ETRmax e a irradiância de 

saturação (Ek). A inclinação inicial da curva () representa a eficiência de absorção de 

luz. Esses resultados mostraram que para as algas verdes a eficiência variou de 70 a 80%, 

enquanto para cianobactérias ficou em torno de 40%, e para a diatomácea em 60%. A 

eficiência de absorção de luz afeta a taxa de transporte de elétrons, de modo que quanto 

mais eficiente, maior tende a ser a ETRmax. Em relação aos valores de Ek, estes 

permaneceram próximos aos valores de Ek de cultivo; com exceção das cianobactérias P. 

mucicola e S. brasiliense cujos valores de Ek foram maiores, indicando que essas espécies 

tendem a tolerar alta incidência de luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Curvas rápida de luz (RLC) em culturas de fase exponencial representadas como 

taxa relativa de transporte de elétrons (rETR, µmol de elétrons m-2 s-1) em função da radiação 

fotossinteticamente ativa (PAR, µmol de fótons m-2 s-1). (a) RLC de algas verdes; (b) RLC 

de cianobactérias e diatomáceas. Círculo aberto: A. densus; quadrado aberto: D. spinosus; 

triângulo aberto: M. indicum; círculo fechado: N. gaditana; quadrado fechado: T. gracilis; 

diamante aberto: K. aperta; ampulheta fechada: C. guanense; triângulo fechado: P.mucicola; 

ampulheta aberta: S .brasiliense; gravata fechada: Geitlerinema sp.; diamante fechado: 

Nostoc sp.; gravata aberta: Diatomácea CCMA-UFSCar293. As barras de erro representam o 

desvio padrão da média (n = 3). 

 

Figura 9. Parâmetros fotossintéticos obtidos após o ajuste RLC de acordo com Platt et al. (1980) 

em função de cada espécie. (a) α (mg C. mg Chl a−1 [μmol fótons m−2 s−1 ]), (b) Ek (µmol fótons m-

2 s-1), (c) rETRmax (µmol de elétrons m-2 s-1). Círculos brancos: Ek de cultivo; Círculos pretos: Ek 

após o cultivo. 
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A Figura 10 apresenta a fixação teórica de carbono para as espécies estudadas.  As 

microalgas K. aperta e A. densus foram as espécies que mais fixaram carbono, 0,9 e 0,6 

g C [mg Chl a-1] h-1, respectivamente. Entre as cianobactérias, Geitlerinema sp. foi a que 

mais fixou carbono (0,06 g C [mg Chl a -1] h-1); as outras espécies fixaram em torno de 

0,03 g C [mg Chl a -1] h-1. 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Crescimento e Composição Bioquímica 

Os presentes resultados mostraram que o sistema PBR cilíndrico utilizado para as 

culturas de microalgas foi altamente eficiente, mantendo um crescimento saudável e 

organismos de diferentes grupos taxonômicos. Assim, consideramos um PBR de destaque 

para culturas de microalgas em laboratório, de fácil manuseio e controle de importantes 

parâmetros ambientais como pH, luz e borbulhamento de CO2. 

Nas condições de cultivo deste trabalho, N. gaditana cresceu a uma taxa de 0,4 d-

1, 43% maior do que a mesma espécie cultivada em um reator plano com 2,5 L de meio 

de cultura por 10 dias, conforme relatado em Sung et al. (2017). Eles obtiveram uma taxa 

de crescimento de 0,28 d-1. A taxa de crescimento de M. indicum (0,7 d-1), na presente 

Figura 10. Fixação teórica de carbono (g C [mg Chl a]−1 h−1) para cada espécie. As 

barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 
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pesquisa, foi superior a relatada em Guerrero-Cabrera et al. (2014) para Monoraphidium 

sp. (0,16 d-1) mantidos em PBR cilíndrico com cultura de 1,5 L durante 20 dias. 

Obtivemos maior taxa de crescimento de K. aperta (0,63 d-1) em comparação com K. 

comuta (0,25 d-1) em PBR com 1 L de meio de cultura e 20% de CO2 (SWARNALATHA 

et al., 2015). No entanto, A. densus (nesta pesquisa) cresceu a uma taxa de 0,66 d-1, 1,5 

vez menor que a observada por Griffiths; Van Hille; Harrison (2012) para A. falcatus 

(0,99 d-1) após 14 dias em biorreator de transporte aéreo de 3,2 L. Porém, a maior taxa de 

crescimento não refletiu em maior biomassa, uma vez que 1,1 g L-1 foi obtido pelos 

autores contra ~ 2,0 g L-1 em nosso estudo para A. densus. A taxa de crescimento de T. 

gracilis foi de ~ 1,0 d-1, resultado semelhante aos reportados por Raes et al. (2014) ao 

cultivar T. gracilis em PBR cilíndrico de 40 L. 

As taxas de crescimento, geralmente altas, obtidas para as microalgas verdes na 

presente pesquisa podem estar associadas ao fato de as espécies terem sido mantidas em 

sua intensidade de saturação de luz específica (Ek), além do controle de pH e 

suplementação de CO2. Manter a intensidade luminosa interna diariamente, garantiu que 

as culturas não tivessem limitação por luz. 

Considerando as cianobactérias, as taxas de crescimento que obtivemos estão de 

acordo com a literatura. Para Nostoc sp. (esta pesquisa, 0,35 d-1), Johnson; Kumar; Das 

(2014) relataram taxa de crescimento de 0,32 d-1 cultivando-o em fotobiorreator air-lift. 

P. mucicola (este estudo) foi semelhante ao observado por Khazi; Demirel; Dalay (2018) 

para Phormidium sp. (0,23 d-1). No entanto, Geitlerinema sp. (neste estudo), teve taxa de 

crescimento inferior à observada por Sánchez-Alejandro; Del Pilar Sánchez-Saavedra 

(2015) para G. lemmermannii, cuja taxa de crescimento foi de 1,2 d-1. 

A variação no rendimento de biomassa (1,6 - 2,4 g L-1) para 5 (A. densus, T. 

gracilis, N. gaditana, M. indicum e D. spinosus) das 12 espécies em 10 dias de cultivo é 

maior que normalmente relatado na literatura e confirma a excelência do PBR utilizado. 

De Morais; Costa (2007) obtiveram rendimentos de biomassa de cerca de 1,6 g L-1 em 12 

dias de crescimento de Scenedesmus obliquus em um biorreator cilíndrico fechado. Liang 

et al. (2013) cultivaram Chlorella sp. e obtiveram rendimento de biomassa de 1,0 g L-1 

em um reator circular aberto com 1 L de cultura. A biomassa que obtivemos para T. 

gracilis foi cerca de 2 vezes maior a obtida por Yao et al. (2012) que cultivaram 

Tetraselmis subcordiformis em fotobiorreator com coluna de bolha de ar por 8 dias, em 

500 mL de meio e obteve ~ 1,0 g L-1. Bresaola et al. (2019) obtiveram um rendimento de 

biomassa de 1,5 g L-1 quando Ankistrodesmus braunii foi cultivada com 20 mM de 
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NaNO3 em um reator tubular de air-lift com 3,5 L de cultura após 7 dias de cultivo (0,21 

g L-1d-1). Este valor é ligeiramente superior ao obtido no presente trabalho para A. densus, 

com rendimento de biomassa de 1,8 g L-1 em 10 dias (0,18 g L-1d-1). 

Quanto ao rendimento de biomassa para as cianobactérias e diatomácea do 

presente estudo, são comparáveis ao usualmente relatado na literatura. Obtivemos 0,57 g 

L-1 para Geitlerinema sp. e 0,64 g L-1 para Nostoc sp., mas a produção de biomassa foi 

aproximadamente 10 vezes menor para S. brasiliense e P. mucicola. Singh; Kumar (2021) 

relataram biomassa máxima de Leptolyngbya foveolarum em torno de 0,45 g L-1, 

enquanto Yadav et al. (2021) obtiveram para Phormidium sp. e Oscillatoria sp. ~ 0,3 e ~ 

0,4 g L-1 de biomassa seca, respectivamente, em 10 dias de cultivo. A biomassa seca para 

a Diatomácea CCMA-UFSCar293 foi de 0,13 g L-1, semelhante ao relatado em Gérin et 

al. (2020) para outras diatomáceas (Sellaphora minima, 0,06 g L-1 e Nitzschia palea, 0,15 

g L-1) em cultura de 14 dias. De acordo com Gérin et al. (2020), o baixo rendimento de 

biomassa pode estar associado ao meio WC de Guillard e Lorenzen devido as baixas 

concentração de macroelementos. 

A partir de nossos resultados, observamos uma relação funcional entre taxa de 

crescimento e biomassa seca com a correlação positiva de 0,723, sendo uma 

demonstração das condições adequadas fornecidas pelo sistema PBR. No entanto, essa 

relação pode não se aplicar a todas as espécies. Hulatt; Thomas (2011) mostraram que 

taxas de crescimento mais altas não promoveram mais biomassa seca; eles cultivaram 

Dunaliella tertiolecta e Chlorella vulgaris em PBRs de coluna de bolha sob diferentes 

condições de cultivo e observaram que a taxa de crescimento intermediária produziu a 

maior biomassa seca para D. tertiolecta, enquanto C. vulgaris produziu a maior biomassa 

seca na maior taxa de crescimento.  

Em um exercício de comparação, usamos alguns dados da literatura para simular 

o coeficiente de correlação para taxa de crescimento e biomassa seca, e obtivemos 0,592 

com dados de Hulatt; Thomas (2011), além de 0,828 para microalgas eucarióticas e 0,98 

para cianobactérias com dados de Perendeci et al. (2019). Isso sugere que a correlação 

entre taxa de crescimento e biomassa é mais bem descrita para organismos do mesmo 

grupo. Sugerimos que mais estudos são necessários para melhor compreender e avaliar 

até que ponto as taxas de crescimento e a biomassa seca estão relacionadas. A 

racionalização dessa biomassa seca é influenciada pelo acúmulo de biomoléculas. 

Certamente, informações interessantes para quem busca a produção de microalgas 

poderiam ser obtidas a partir dessa abordagem. 
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O controle de pH e CO2 em nossas culturas apoiam a correlação que detectamos 

para as taxas de crescimento versus biomassa seca. Isso é corroborado pelos resultados 

de Liu et al. (2016). Eles mostraram que o controle do pH entre 7,0-8,0 foi essencial para 

o crescimento de várias espécies de microalgas, reforçando que o pH afeta a absorção de 

nitrato e a especiação de micronutrientes e CO2 no meio de cultura. Qiu et al. (2017) 

avaliaram o crescimento de Chlorella vulgaris em cinco diferentes pH (5,8, 6,0, 7,0, 8,0 

e 9,0) e observaram que a maior taxa de crescimento específico foi obtida em pH 7,0, 

enquanto a menor em pH 9. O pH é a condição ambiental mais crítica no cultivo de 

microalgas devido à sua influência direta e significativa no metabolismo das microalgas 

(CHEN; DURBIN, 1994) por meio da especiação de elementos nutricionais. 

O carbono inorgânico dissolvido é outro aspecto importante a ser considerado. É 

encontrado principalmente em três formas, incluindo dióxido de carbono aquoso (CO2 

(aq)), bicarbonato (HCO3-) e carbonato (CO3
2-), onde CO2 (aq) e HCO3- podem ser 

utilizados pela maioria das microalgas para fotossíntese (DE FARIAS SILVA; SFORZA; 

BERTUCCO, 2017). Em pH 9, a forma predominante é HCO3-, enquanto CO2 (aq) e 

HCO3- estão igualmente presentes em pH 6. À medida que as algas crescem, o carbono 

inorgânico total dissolvido diminui e o pH aumenta gradualmente. A adição de CO2 

durante o cultivo permitiu que todas as espécies tinham CO2 (aq) e HCO3- disponíveis 

como fontes de carbono. Assim, pelo controle do pH da cultura que se baseia em set 

points de pH e borbulhamento de CO2 conectado ao PBR garantimos as boas condições 

para os organismos.  

A luz e o pH não afetam apenas o acúmulo de biomassa profundamente, mas 

também influenciam sua composição bioquímica (QIU et al., 2017). Em nosso estudo, o 

conteúdo de proteínas totais para as diferentes espécies variou de 2 a 25 µg mL-1. N. 

gaditana e K. aperta foram as espécies que mais produziram proteínas, sendo espécies 

promissoras para suporte nutricional. Santhakumaran; Kookal; Ray (2018) estudaram 14 

espécies de microalgas e mostraram que K. lunaris apresentou a maior concentração de 

proteínas. Chua; Schenk (2017) Safi et al. (2014) e Schulze et al. (2014) mostraram que 

Nannochloropsis é um gênero potencial para produção de proteínas com esta biomolécula 

abrangendo 58% de seu peso seco. Nossos resultados relacionados à proteínas são 

superiores aos observados por Baracho; Silva; Lombardi (2019). Investigando um 

processo de manipulação bioquímica, eles obtiveram um máximo de 7,4 µg mL-1 de 

proteínas em Chlorolobion braunii. Em geral, não observamos uma correlação 

significativa entre as taxas de crescimento e as proteínas, denotando que outras proteínas 
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além das estruturais foram responsáveis pelos valores obtidos. Em qualquer caso, o alto 

teor de proteína pode selecionar microalgas para aplicações nutricionais como 

superalimento, porque geralmente carregam outros compostos importantes também. 

A maior concentração de carboidratos detectada em K. aperta está de acordo com 

Derakhshandeh; Atici; Tezcan Un (2021). Os autores observaram que K. lunaris foi a 

espécie que mais produziu carboidratos (72% do peso seco) entre as 20 espécies 

investigadas. Sabe-se que o gênero Kirchneriella produz copiosas quantidades de 

carboidratos necessários para formar sua bainha mucilaginosa, composta principalmente 

por exopolissacarídeos (OERTEL et al., 2004), que contribui para os altos valores de 

carboidratos. Os valores obtidos para as outras espécies foram entre 2 a 4 µg mL-1 valores 

10 vezes maior do que o observado para Botryococcus braunii, conforme relatado em 

Ranga Rao; Ravishankar; Sarada (2012). 

A razão Proteínas/Carboidratos pode ser interpretada como um índice do estado 

de saúde das microalgas (GANF; STONE; OLIVER, 1986; KILHAM et al., 1997). As 

razões P/C obtidas na presente pesquisa são superiores as relatadas na literatura a maioria 

das nossas amostras apresentaram razão P/C acima de 3,0, exceto K. aperta e Nostoc sp. 

Isso confirma a excelência do PBR para o crescimento de microalgas de diferentes 

espécies e grupos taxonômicos. A baixa razão P/C obtida para K. aperta (1,0) e Nostoc 

sp. (1,3) têm explicações. No caso de K. aperta, a alta produção de carboidratos é 

responsável pela diminuição da proporção, e não a baixa produção de proteínas. Isso se 

deve a quantidade de bainha mucilaginosa em K. aperta que, mesmo sendo excretada, é 

detectada com a digestão celular envolvida na determinação de carboidratos totais. Para 

Nostoc sp., a baixa razão P/C pode estar relacionada a um problema metodológico, pois 

pode ter ocorrido digestão celular incompleta na determinação de proteínas. A literatura 

mostra que geralmente mais do que o dobro de proteínas em relação aos carboidratos 

estão presentes em Chlorophyta. Rocha et al. (2014) obtiveram relação P/C de ~5,2 para 

Scenedesmus quadricauda em condições saudáveis, mas diminuiu em situações não 

ideais. Silva; Echeveste; Lombardi (2018) relataram razão P/C de 1,8 para S. 

quadricauda; Polat; Yüksel; Altinbaş (2020) observaram a razão P/C variando de 0,9 a 

2,1 para Auxenochlorella protothecoides. Assim, é importante ser cauteloso ao analisar 

as razões P/C porque carboidratos elevados diminuirão a razão, mas não necessariamente 

isso significa células não saudáveis, o caso de K. aperta. 

Considerando os pigmentos fotossintéticos clorofila a e carotenoides totais em 10 

dias de crescimento, T. gracilis e D. spinosus foram organismos de destaque, 
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apresentando teores superiores aos normalmente relatados na literatura. Ferreira et al. 

(2019) cultivaram seis microalgas e após 21 dias a concentração de clorofila a foi em 

torno de 14 µg mL-1 para Chlorella vulgaris, Chlorella sp. e Desmodesmus brasiliensis, 

mas a maior concentração foi de 17 µg mL-1 para Desmodesmus sp. Isso é ~ 3 vezes 

menor que o teor de clorofila a para D. spinosus, na presente pesquisa. George et al. 

(2014) observaram que A. facaltus acumulou 13 µg mL-1 quando cultivada em meio BG-

11, semelhante ao obtido no presente estudo para A. densus. Ressaltamos que em ambos 

os estudos, a intensidade luminosa de cultivo foi similar de 150 µmol de fóton m-2 s-1. 

Assim, o cultivo de microalgas próximo ao Ek pode ser uma via para obtenção de 

pigmentos. 

Observamos que correlações inversas para intensidade de luz e conteúdo de 

clorofila a em microalgas foram documentadas na literatura e ocorrem porque a luz 

excessiva (não o valor Ek), foto-oxida o pigmento danificando as células das microalgas 

e levando à decomposição do cloroplasto (LICHTENTHALER; BABANI, 2007). He et 

al. (2015) cultivaram Chlorella sp. e Monoraphidium dybowskii sob três diferentes 

intensidades luminosa (40, 200 e 400 µmol de fótons m-2 s-1) e observaram que a maior 

concentração de clorofila a foi obtido sob a menor intensidade de luz. É possível que, 

para as cepas utilizadas pelos autores, 200 e 400 µmol de fótons m-2 s-1 fossem excessivos 

e danificaram as células. Isso apoia a importância de cultivar espécies de microalgas 

próximas aos seus respectivos valores de Ek para manter a homeostase celular. 

A clorofila a é essencial para o processo fotossintético e está relacionada ao 

acúmulo de massa seca nas microalgas. Em nosso estudo isso mostrou um coeficiente de 

correlação de 0,715. Segundo Costa et al. (2018), isso era esperado uma vez que a 

produção de clorofila pelas microalgas faz parte do seu metabolismo primário, e assim 

está diretamente relacionada à produção de biomassa. A clorofila é um composto rico em 

nitrogênio e suporta o crescimento celular e a produção de biomassa em relação à 

acessibilidade do nitrogênio no meio de cultura (MOHAN SINGH et al., 2020). 

Os carotenoides são uma classe de pigmentos acessórios com valor comercial, 

devido a sua capacidade em diminuir o estresse oxidativo, tanto em algas quanto em 

humanos. A partir de nossos resultados, D. spinosus (30 µg mL-1) e M. indicum (10 µg 

mL-1) podem ser indicadas como potenciais espécies a produzir carotenoides. Orosa et al. 

(2005), para obter aumento de carotenoide, induziram estresse limitando nitrato e 

aumentando a intensidade da luz e observaram que Scenedesmus vacuolatus sintetizou 

0,19 µg mL-1, Scotiellopsis oocystiformis produziu 0,26 µg mL-1 e Chlorella zofingiensis 
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0,34 µg mL-1 do pigmento, enquanto Protosiphon botryoides acumulou 0,46 µg mL-1, 

após 24 dias de cultivo. Os valores que obtivemos mantendo as células sob seus 

respectivos Ek e fornecendo todos os nutrientes que elas precisam para crescer resultaram 

em pelo menos ~ 50 vezes mais carotenoides em D. spinosus e M. indicum em relação ao 

que foi reportado por  Orosa et al. (2005) e Pancha et al. (2015). Nossos resultados 

sugerem que a intensidade de luz adequada, como o crescimento das células próximas ao 

seu Ek, pode ser mais eficaz do que estressores químicos/físicos para o acúmulo de 

carotenoides em algas. 

Os carotenoides são pigmentos importantes para manter a fisiologia das algas, 

protegendo as células contra danos causados pelo excesso de luz. A este respeito, o estado 

foto-oxidativo em microalgas pode ser avaliado pela razão carotenoides/clorofila a 

(SOLOVCHENKO et al., 2009), em que valor próximo a 1,0 ou superior representa 

estresse fisiológico. Considerando que para as 12 espécies cultivadas na presente 

investigação a razão carotenoides/clorofila variou entre 0,10 - 0,47, confirmamos que as 

células estavam em condições fisiológicas saudáveis. Isso novamente apoia a importância 

e os benefícios do crescimento das células em seus respectivos valores Ek. 

Considerando a ficocianina, um pigmento de cianobactérias pertencente à família 

das ficobiliproteínas de interesse comercial, nosso estudo mostrou que Geitlerinema sp. 

tem alto potencial para sua produção, acumulando 0,4 mg L-1 durante a fase de 

crescimento exponencial. D’Alessandro et al. (2019) mostraram que Geitlerinema 

amphibium além da ficocianina tem potencial para produzir óleos e pigmentos como 

astaxantina e luteína. Patel et al. (2018) observaram que Geitlerinema sp. H8DM 

apresentou atividade antioxidante elevada e teor de ficocianina de 0,15 a 0,18 mg L-1. Em 

comparação, Nostoc sp., P. mucicola e S. brasiliense produziram 0,06 mg L-1, quase 7 

vezes menos. Esses resultados estão de acordo com Basheva et al. (2018) que estudaram 

18 espécies de cianobactérias e mostraram que Nostoc produziu a menor quantidade de 

ficocianina, variando de 0,8 a 1,2 mg L-1 após 14 dias. 

Os resultados do ensaio de DPPH aqui apresentados mostraram que a Chlorophyta 

K. aperta (69%), C. guanense (41%) e A. densus (36%) são espécies promissoras para 

atividade antioxidante. A. densus apresentou quase 4 vezes mais potencial antioxidante 

que a cepa cultivada por Cao et al. (2020), que obtiveram 10% de potencial antioxidante 

em extrato à base de etanol de Ankistrodesmus sp. Santhakumaran; Ayyappan; Ray 

(2020) observaram que apenas  Kirchneriella lunaris mostrou atividade de eliminação de 

radicais DPPH para os cinco extratos de solventes diferentes testados (etanol, água, 
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clorofórmio, metanol e hexano) e entre as diferentes algas testadas, enfatizando o 

potencial do gênero Kirchneriella para o potencial antioxidante. Safafar et al. (2015) 

analisaram o potencial antioxidante de várias microalgas e relataram que Phaeodactylum 

tricornutum, uma diatomácea marinha, tinha a propriedade antioxidante mais pobre em 

comparação com Nannochloropsis, Chlorella sp., Dunaliella sp. e Desmodesmus sp.  

Em nosso estudo, a diatomácea não exibiu atividade sequestradora de radicais 

DPPH; T. gracilis exibiu 7% e N. gaditana, 11%. Estes são menores se comparados ao 

observado por Maadane et al. (2015), no qual observaram potencial antioxidante acima 

de 80% para Tetraselmis sp. e N. gaditana em extrato etanólico. Bulut et al. (2019) 

analisaram o potencial antioxidante de Scenedesmus quadricauda em quatro solventes 

(etanol/água, acetato de etila, hexano e água) e obtiveram que a atividade antioxidante 

variou de 8% em água a 52% em acetato de etila. Considerando que os compostos 

antioxidantes podem ter diferentes polaridades, a capacidade antioxidante das microalgas 

é fortemente influenciada pelo solvente extrator (CHOOCHOTE; SUKLAMPOO; 

OCHAIKUL, 2014; SANTHAKUMARAN; AYYAPPAN; RAY, 2020). 

A atividade antioxidante indica um sistema de defesa inerente em microalgas e 

sua bioatividade (BHATTACHARJYA et al., 2020), e diferentes espécies exibem 

diferentes níveis de atividades antioxidantes (NATRAH et al., 2007).  

 

 

Análises da fotossíntese 

A aplicação da fluorometria PAM pode ser usada como auxiliar ao monitoramento 

da produção de biomassa algal e de seus produtos na indústria de biotecnologia de algas, 

como sugerido por White; Anandraj; Bux (2011), informando sobre o estado fisiológico 

das células. Neste estudo, os resultados dos parâmetros fotossintéticos confirmaram que 

as células não estavam sob condições de estresse de cultivo, quando cultivadas nas 

respectivas intensidades de luz saturante (EK). O fotossistema II (PSII) estava em 

funcionamento ideal, uma vez que os rendimentos quânticos máximos fotossintéticos, 

para as microalgas verdes e diatomácea, foram superiores a 0,7 (LOMBARDI; 

MALDONADO, 2011).  

No caso das cianobactérias os valores de rendimento quântico máximo são mais 

baixos e estão de acordo com a literatura (SCHUURMANS et al., 2015). Essa diferença 

no rendimento quântico entre os diferentes grupos de fotoautróficos já foi estudada e os 
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baixos valores em cianobactérias foram atribuídos principalmente à interferência de 

fluorescência emitida pelas antenas de captação de luz dos ficobilissomos 

(SCHUURMANS et al., 2015). Tais características fazem com que as cianobactérias 

corram o risco de serem incorretamente marcadas como menos eficientes (DEBLOIS; 

MARCHAND; JUNEAU, 2013). Assim, os valores de rendimento quântico do PSII como 

tal, não é uma medida correta para comparação da eficiência fotossintética geral de 

diferentes grupos fotoautotróficos. Apesar disso, o uso do método PAM pode servir muito 

bem para o gerenciamento de cultura em massa de algas e cianobactérias, desde que os 

dados sejam usados para comparação qualitativa do desempenho de crescimento para 

cada cepa individualmente  (SCHUURMANS et al., 2015). 

A dissipação de energia detectada pelo PhytoPAM também reflete o estado 

fisiológico das células. A dissipação fotoquímica (qP), que em nosso estudo manteve-se 

elevada, corrobora que as células estavam saudáveis, mostrando a capacidade das células 

em direcionar energia luminosa para a fotoquímica (JUNEAU; HARRISON, 2005). A 

dissipação não fotoquímica (NPQ), em geral baixa (<0.2), reflete processo fotossintético 

ótimo, sinalizando pouca perda de energia por dissipação térmica (DEWEZ et al., 2005). 

Aumento de NPQ seria esperado em situação de estresse, pois ajudaria a proteger o 

aparelho fotossintético dos danos causados por excesso de energia luminosa (JUNEAU; 

HARRISON, 2005). Neste estudo não foi necessário o uso deste mecanismo pelas algas, 

comprovando as condições ótimas dada pelo cultivo nos PBR de alto desempenho. 

A curva rápida de luz e seus parâmetros refletem as características de saturação 

do transporte de elétrons, bem como o desempenho fotossintético da microalga 

(MASOJÍDEK et al., 2001). Nossos resultados mostram que as diferenças entre grupos 

de microalgas indicam claramente variações no processo de fotoaclimatação, assim como 

foi observado por Deblois et al. (2013). Esses autores cultivaram 12 espécies de 

microalgas e observaram um padrão similar a este trabalho. A RLC com maior amplitude, 

observada para as algas verdes, indica melhor adaptação à luz, enquanto as curvas mais 

restritas, como observada na diatomácea e cianobactérias, indicam que a fotoquímica 

satura em intensidades de luz mais baixas (Henley, 1993).  

A irradiância saturante (Ek) é um indicador conveniente do estado de 

fotoaclimatação das células de microalgas. A manutenção do valor de Ek durante o 

cultivo sinaliza que não houve aclimatação fisiológica do aparato fotossintético que pode 

ocorrer em função de variação de luz, nutrientes e temperatura (ESCOUBAS et al., 1995). 

Para a maioria das espécies cultivadas na presente pesquisa não houve variação, no 
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entanto, foi observado aumento do valor do Ek para as cianobactérias P. mucicola e S. 

brasilienses, o que pode indicar o processo de fotoaclimatação. As estratégias de 

aclimatação parecem ter causas biológicas moleculares comuns que são sinalizadas pelo 

status redox de elementos específicos na cadeia fotossintética de transporte de elétrons. 

Durante esse processo, a microalga se esforça para manter o equilíbrio entre as reações 

dependentes e independentes da luz na fotossíntese, ou seja, entre a taxa de absorção de 

fótons pelo PSII e a taxa de transporte de elétrons da água até as reações de escuro, onde 

se dá a fixação do CO2. Esse ajuste é realizado em função da intensidade da irradiância 

recebida, o que faz com a célula mude o seu Ek para baixo ou para cima (SAKSHAUG 

et al., 1997). 

Em relação à fixação de carbono, e convertendo nosso resultado para g L-1 d-1, a 

taxa fixada de carbono variou de 0,025 a 1,21 g L-1 d-1, sendo P. mucicola a que menos 

fixou carbono e Geitlerinema sp. a que mais fixou. Destacamos que entre as microalgas 

verdes A. densus (0,68 g L-1 d-1), K. aperta (0,66 g L-1 d-1) e T. gracilis (0,88 g L-1 d-1) 

foram as que mais fixaram carbono, apresentando taxas superiores a alguns trabalhos da 

literatura.  Ho et al. (2017) relataram que Scenedesmus obliquus fixou 0,3 g L-1 d-1 de 

carbono inorgânico no verão e 0,2 g L-1 d-1 no inverno. Sydney et al. (2010) observaram 

que S. platensis fixou carbono a uma taxa de 0,3 g L-1 d-1. Estas discrepâncias são 

aceitáveis, uma vez que são consequência das condições que as microalgas são cultivadas 

e do procedimento utilizado para calcular este parâmetro (CAMARGO et al., 2021). 

 

 

CONCLUSÕES 

 

 O fotobiorreator cilíndrico de alto desempenho descrito neste estudo é uma opção 

para pesquisa de microalgas, produzindo biomassa saudável e em quantidade suficiente 

para análises fisiológicas e bioquímicas. Além disso, o fotobiorreator usado suportou o 

crescimento saudável de microalgas pertencentes a diferentes grupos (Cyanobacteria, 

Chlorophyta e Ochrophyta). Com simplicidade, três aspectos importantes da fisiologia 

das algas como intensidade de luz, concentração de CO2 e pH durante o crescimento 

populacional foram controlados no FBR. A possibilidade de controlar essas variáveis 

permitiu a obtenção de grande quantidade de biomassa, utilizando microrganismos 

fotossintéticos cultivados em condições de fácil reprodução. 
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 Com base nos presentes resultados, sugerimos que o cultivo de microalgas em 

condições de manutenção de fase exponencial de crescimento, incluindo intensidade de 

luz onde a fotossíntese satura (Ek), pode ser uma boa estratégia para produzir pigmentos 

e biomassa rica em proteínas. Os resultados dos parâmetros fotossintéticos mostram que 

todas as espécies estavam em condições ótimas de cultivo. 

  Todas as 12 espécies investigadas podem ser consideradas fontes potenciais de 

biomoléculas, mas Kirchenierella aperta foi a espécie mais promissora para a produção 

de carboidratos e potencial antioxidante. Tetraselmis gracilis, Desmodesmus spinosus e 

Monoraphidium indicum foram boas produtoras dos pigmentos fotossintéticos clorofila a 

e carotenoides totais, e D. spinosus se destacou em biomassa seca. A cianobactéria 

Geitlerinema sp. é um organismo com potencial para produzir ficocianina. 

 

 

 

 

  



58 

 

3. Capítulo 2- Espectroscopia no infravermelho com transformada de 

Fourier, termogravimetria e ácidos graxos na bioprospecção de 

microalgas 

 

 

RESUMO 

 

Os compostos sintetizados pelas microalgas têm sido destaque para aplicações 

nutracêuticas, farmacêuticas e no setor energético. Os ácidos graxos são um dos principais 

metabólitos das microalgas, que podem ser aplicados tanto como alimentos quanto em 

combustíveis. Portanto, a caracterização bioquímica das espécies de microalgas é essencial para 

categorizar suas aplicações. O objetivo deste estudo foi caracterizar a composição bioquímica de 

10 espécies de microalgas e cianobactérias, apresentando o perfil de ácidos graxos e, por meio 

das técnicas de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 

termogravimetria (TG), contribuir com informações ao setor energético. Para isso, as microalgas 

e cianobactérias foram cultivadas em fotobiorreator cilíndrico de alto desempenho sob condições 

controladas e a biomassa seca obtida foi analisada. Os resultados relacionados aos espectros de 

FTIR mostraram que Kirnchneriella aperta apresentou a banda mais intensa para a carboidratos 

e Nannochloropsis gaditana para lipídios. A análise de decomposição de massa apresentou 3 

estágios para todas as espécies, sendo a Ankistrodesmus densus e Geitlerinema sp. as espécies 

que perderam a maior biomassa (90%) e a Diatomacea293 a espécie que menos perdeu massa 

65%. Em relação ao perfil de ácidos graxos N. gaditana destacou-se pela produção de ácido 

eicosapentaenóico EPA (11%) e Monoraphidium indicum pelo ácido linoleico (18%). De modo 

geral, a síntese de ácidos graxos monoinsaturados foram os mais produzidos pelas algas. A 

caracterização da composição bioquímica da biomassa, por diferentes análises, mostrou que todas 

as espécies de microalgas e cianobactérias deste estudo possuem biomoléculas de interesse. 

Palavras-chave: Metabolitos; Caracterização Bioquímica, PUFA; MUFA; SFA 
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INTRODUÇÃO  

 

As microalgas são uma fonte potencial de compostos bioativos com perspectivas 

para a indústria farmacêutica e nutracêuticas, e de compostos energéticos para o setor de 

energia como biocombustíveis, sejam eles oleaginosos (biodiesel) ou etanólico (SAHU 

et al, 2013). Mas, a caracterização bioquímica da biomassa algal demanda tempo e, 

repleta de detalhes, fez com que técnicas de caracterização de materiais já bastante usadas 

em outras áreas como a química orgânica e de materiais, tal qual a espectroscopia de 

absorção no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e termogravimetria (TG) 

fossem também aplicadas à biomassa algal. São técnicas que não fornecem informações 

muito detalhadas como a caracterização bioquímica espectrofotométrica ou 

cromatográfica, mas sim informação de caráter mais geral, podendo ser importante na 

rápida seleção para cepas promissoras.  

A espectroscopia de absorção no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) tem como vantagem não necessitar de solventes, muitas vezes tóxicos 

(STEHFEST et al., 2004) e provou ser uma técnica sensível para estudar mudanças 

espécie-específicas na composição molecular de microalgas (DE MORAES; VIEIRA, 

2014). Na espectroscopia do infravermelho as absorções de radiação por diferentes 

grupos funcionais dentro da amostra são plotadas em função do comprimento de onda, 

normalmente apresentado em unidades de números de onda ou cm−1 (MURDOCK; 

WETZEL, 2009). É uma ferramenta útil para identificar grupos funcionais (proteínas, 

lipídios, carboidratos e ácidos nucleicos) de amostras biológicas como biomassa de 

microalgas e metabólitos intra e extracelulares (ARIF et al., 2021). 

A termogravimetria (TG) é uma técnica termoanalítica comumente usada para 

estudos de características térmicas de um material, que com alto controle de temperatura, 

efetua sua degradação térmica gradual aferindo continuamente a massa restante e os 

eventos de perda de massa são registrados (ARIF et al., 2021). Tendo-se a curva TG e sua 

derivada (DTG), que tem por finalidade salientar os eventos de perda de massa, algumas 

propriedades físicas e químicas das amostras são identificadas ( MARCILLA et al., 2009; 

YAHIAOUI et al., 2015).  

A TG tem sido usada para realizar análise aproximada da biomassa 

(SALDARRIAGA et al., 2015) e descobrir o comportamento térmico das microalgas, 

como combustão (BACH; CHEN, 2017; ROSSI et al., 2018) e gaseificação (SANCHEZ-

SILVA et al., 2013). 
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Entre as moléculas sintetizadas, o teor de lipídios desempenha um papel 

importante na bioprospecção de microalgas. Diferenças quantitativas e qualitativas no 

teor de lipídios das microalgas afetam o uso de seu óleo. Tradicionalmente, os lipídios de 

microalgas têm sido utilizados como fonte alimentar e componentes essenciais para o 

crescimento de animais em aquicultura, sendo a concentração e a composição de ácidos 

graxos os aspectos centrais na seleção das espécies de microalgas para comércio e uso 

(HUERLIMANN; DE NYS; HEIMANN, 2010). 

 A literatura é repleta de informações sobre o perfil de ácidos graxos de 

microalgas, que incluem ácidos graxos saturados (SFAs) e insaturados (ácidos graxos 

mono e poli-insaturados) (MORI et al., 2018). As microalgas contêm muitas das 

principais classes lipídicas e ácidos graxos encontrados em outros organismos, a 

importante diferença é a produção dos polinsaturados, sendo elas as principais 

responsáveis por sua produção no planeta. De particular interesse é o ácido 

docosahexaenóico (DHA), com alto poder anti-inflamatório e, o que é pouco divulgado, 

é seu uso em fórmulas para bebês. A incorporação de DHA nessas fórmulas aumenta sua 

semelhança ao leite materno humano (BEHRENS; KYLE, 1996). Isso é um exemplo da 

importância das microalgas como fonte de biomoléculas de interesse industrial. Conhecer 

o conteúdo de lipídios e o perfil de ácidos graxos de microalgas contribui para selecionar 

espécies que combinam altos níveis lipídios e perfis de ácidos graxos adequados para a 

produção de nutracêuticos ou mesmo almejando a produção de lipídios saturados para 

produção de biocombustível (HUERLIMANN; DE NYS; HEIMANN, 2010).  

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a biomassa e acúmulo de 

lipídios em dez espécies de microalgas e cianobactérias: Ankistrodesmus densus, 

Chlorolobion guanense, Desmodesmus spinosus, Kirchneriella aperta, Nannochloropsis 

gaditana, Tetraselmis gracilis, Geitlerinema sp. e Nostoc sp. e  Diatomacea293 com a 

finalidade de indicar espécies promissoras para aplicações comerciais.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Condições de cultivo 

As microalgas Ankistrodesmus densus, Chlorolobion guanense, Desmodesmus 

spinosus, Kirchneriella aperta, DiatomáceaCCMA293, Nannochloropsis gaditana, 

Tetraselmis gracilis e as cianobactérias Geitlerinema sp. e Nostoc sp. foram cultivadas 

em meio BG11 em fotobiorreator cilíndrico de alto desempenho (PBR) contendo 2 L de 

meio de cultura em triplicatas. 

As culturas foram mantidas sob aeração constante, em pH 6,8 - 7,0 por adição 

automática de CO2 (15% v/v) em mistura com argônio (85% v/v), sob temperatura de 25 

°C ± 1 com fotoperíodo 12:12 claro/escuro. As espécies foram iluminadas com 

intensidade de luz de acordo com os respectivos valores de Ek. Esta informação foi obtida 

antes dos experimentos por meio de curvas rápidas de luz (PhytoPAM) e nessa 

intensidade de luz foram mantidas durante todo o período de estudo. Durante o cultivo, a 

monoespecificidade das culturas foi verificada periodicamente por observação em 

microscópio óptico e nenhuma evidência de contaminação foi encontrada. 

 

Biomassa  

A biomassa obtida nos cultivos de A. densus, C. guanense, D. spinosus, K. aperta, 

N. gaditana, T. gracilis, Geitlerinema sp., Nostoc sp. e Diatomácea CCMA-UFSCar293 

foram coletadas no último dia de cultivo (10° dia), na fase exponencial, exceto T. gracilis 

que foi coletada no 6° dia. Aproximadamente 1,5 L da cultura de cada reator foram 

centrifugados a 4000 rpm por 10 min em centrífuga refrigerada (Legend XTR; Thermo 

Scientific, EUA). O sobrenadante foi descartado e a biomassa foi liofilizada (Solab - 

Brasil). A biomassa liofilizada foi mantida em ultrafreezer -80 °C (Haier Biomedical - 

China) até o momento da análise. Os cultivos foram realizados com 3 réplicas. 

 A biomassa oriunda dos cultivos foi analisada qualitativamente por FTIR (Perkin 

Elmer Model Spectrum Two) entre 4000 cm−1 e 400 cm−1 por refletância total atenuada 

(ATR) seguindo o protocolo descrito em ANDRADE et al. (2019).  

Para a análise termogravimétrica (TG) utilizou-se um equipamento PerkinElmer 

Model Pyris 1 TGA (Estados Unidos). Cerca de 5,0 mg de amostra foi submetida à rampa 

de aquecimento com taxa de 10 °C min−1 com amplitude de temperatura de 25–900 °C, 

sob fluxo de nitrogênio de 20 mL min−1 (JESUS et al., 2018). 
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O perfil de ácidos graxos foi feito por cromatografia gasosa com detecção por 

ionização em chama (CG/FID) com coluna DB-FFAP 30m x 0,25 mm x 0,25 μm. A 

composição de ácidos graxos foi obtida por transmetilação com trifluoreto de boro hexano 

e identificada por meio de tempo de retenção cromatográfico contra uma solução de 

padrão FAME (C4 – C24, 189-19-AMP, Sigma-Aldrich) em equipamento Clarus 680 

(Perkin Elmer, USA). A temperatura do injetor foi 250 oC e o detector com temperatura 

de 280 oC. A temperatura do forno foi programada para aumentar 25 oC min-1 até 194 oC, 

mantida por 1 minuto, posteriormente aumentou 5 oC min-1 até o valor de 235 oC onde se 

manteve por mais 1 minuto. As injeções foram realizadas no volume de 1 μL, no modo 

split (1:50), em duplicata de análise. As áreas dos picos cromatográficos foram 

determinadas utilizando o software Clarus Chromatography para normalização do 

percentual das áreas de ácidos graxos totais, segundo método proposto por Souza et al. 

(2020).  

 

Análises de dados 

As representações gráficas foram realizadas no software Igor Pro versão 5.4. A 

análise estatística (ANOVA one-way) foi realizada no software Minitab versão 17. 

 

RESULTADOS 

 

O espectro FTIR da biomassa resultante dos cultivos é apresentado na Figura 1. 

Bandas de absorção na faixa de número de onda 4000 e 400 cm-1, que correspondem à 

carboidratos, proteínas e lipídios foram detectadas. De modo geral, observamos um 

padrão similar para todas as espécies analisadas, mas com intensidades diferentes. A 

região de 3272 cm-1 do espectro corresponde a grupos de proteínas (ligações N – H) e 

água (ligações O – H) e estão presentes em todas as amostras. Na região de 3000 a 2800 

cm-1 observamos trechos assimétricos e simétricos de hidrocarbonetos, correspondente às 

ligações CH2, denotando lipídios. As bandas 2919 e 2852 cm-1 (CH2, CH3) referem-se aos 

grupos metileno de lipídios e ácidos graxos, que foram evidenciadas nas espécies N. 

gaditana, K. aperta, M. indicum, C. guanense e A. densus. A banda 1744 cm-1 (C = O de 

ésteres) está relacionada à carbonila de ésteres de ácidos graxos, principalmente de 

triacilglicerídeos e, neste caso, a banda foi mais pronunciada para N. gaditana.  
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Seguindo o espectro, duas bandas características dos grupos amida em cadeias 

proteicas, amida I em 1636, relacionando às ligações C=O e amida II em 1540 cm-1, 

atribuída a vibração C – N, são evidenciadas nas microalgas K. aperta, N. gaditana e A. 

densus. A banda 1408 cm-1 (C – O), que representa ácido carboxílico, foi destaque para 

K. aperta, C. guanense e A. densus. A região de 1200 a 1000 cm-1 é atribuída às ligações 

C – O – C, C – O e P=O e está relacionada a trechos de polissacarídeos, trechos de 

fosfolipídios e ácidos nucleicos, sendo evidente para todas as espécies, mas bem 

caracterizada na Diatomácea CCMA-UFSCar293, K. aperta, N. gaditana, C. guanense, 

A. densus e Geitlerinema sp. A predominância da banda 1033 cm-1 para a Diatomácea 

CCMA-UFSCar293 se atribui à sílica. 

A curva termogravimétrica (TG) e sua derivada (DTG) obtidas para as biomassas 

algais são mostradas na Figura 2. De forma geral, as curvas TG apresentaram 3 estágios 

para praticamente todas as espécies. O primeiro estágio foi da temperatura ambiente até 

300 °C, o segundo estágio de 300 a 600 °C e o último estágio de 600 a 900 °C. A 

microalga A. densus e a cianobactéria Geitlerinema sp. foram as espécies que tiveram a 

decomposição da biomassa mais rápida em função da temperatura, apresentando perda 

de 95%, enquanto a Diatomácea CCMAUFSCar-293 foi a espécie que apresentou a 

decomposição mais lenta, apresentando cerca de 64% de perda.  Para as outras espécies, 

a perda de biomassa foi de 80%. 

A derivada da curva de TG (Fig. 2b) apresentou três eventos de perda de massa 

para a maioria das microalgas, exceto em A. densus, Geitlerinema sp. e N. gaditana, em 

que 4 desses eventos foram registrados conforme aumento de temperatura. O primeiro 

evento ocorreu entre 100 e 250 ºC, o segundo entre 300 e 400 ºC e o terceiro evento, 

presente no intervalo de 600 a 800 °C. No segundo evento ocorreu a maior perda de 

massa, com decomposição térmica de cerca de 70% da massa da maioria das espécies, 

exceto para N. gaditana, K. aperta e Diatomácea CCMAUFSCar-293, que 

diferentemente das outras espécies, tiveram uma parcela significativa de decomposição 

no terceiro evento.  
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A Figura 3 mostra a composição dos ácidos graxos presentes nas microalgas. Os 

dominantes foram os ácidos graxos monoinsaturados (MUFA) que variaram de 35% a 

87%, já os ácidos graxos saturados (SFA) variaram de 1,00 a 29%, enquanto os ácidos 

graxos poli-insaturados (PUFA) de 10 a ~ 40%. Entre as espécies, a microalga M. indicum 

apresentou a maior concentração de PUFA (39,45 ± 0,51%), Geitlerinema sp. a maior 

concentração de MUFA (85,74 ± 2,02%) e A. densus foi a que mais sintetizou SAFA 

(64,61 ± 16,21%). Além disso, Geitlerinema sp. e DiatomáceaUFSCar-293 foram as 

espécies que sintetizaram menos PUFA, cerca de 10% cada microalga, seguido por K. 

aperta (21,55 ± 3,63%). As espécies M. indicum (35,60 ± 0,60%) e T. gracilis (45,79 ± 
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2,66%) foram as que sintetizaram menos MUFA, enquanto N. gaditana (1,25 ± 0,34%) e 

C. guanense (6,12% ±0,98) sintetizaram menos ácidos graxos saturados.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Tabela 1 apresenta-se o perfil dos ácidos graxos das espécies de microalgas e 

cianobactérias. De maneira geral, todas as espécies apresentaram ampla variedade e 

concentrações de ácidos graxos. Os ácidos miristoleico (C14:1ω5), palmitoléico 

(C16:1ω7), linolelaídico (C18:2ω6t) e γ-linolênico (C18:3ω6) foram observados para 

todas as espécies estudadas, sendo o palmitoléico o majoritário para as espécies 

Diatomácea UFSCar-293 (75,40%), C. guanese (66,59%), K. aperta (64,31%), A. densus 

Geitlerinema sp. (62,69%) e N. gaditana (59,55%) e o ácido oleico (C18:1ω9), o 

minoritário, presente apenas em T. gracilis (12,59%). A síntese de ácido linolelaídico 

(C18:2ω6t) destacou-se nas espécies M. indicum (23,34%), T. gracilis (16,65%), K. 

aperta (14,63%) e D. spinosus (12,12%). O ácido araquídico (C20:0) foi destaque em 

Nostoc sp. (25,63%), A. densus (19,43%), T. gracilis (19,24%), D. spinosus (17,71%) e 

M. indicum (19,55%). A maior síntese de ácido γ-linoleico (C18:3ω6) foi observada para 

M. indicum (15,31%). Algumas espécies destacaram-se na síntese de ácido araquidônico 

Figura 3. Porcentagem de ácidos graxos saturados (SFA), 

ácidos graxos monoinsaturados (MUFA), ácidos graxos poli-

insaturados (PUFA) das microalgas. Barras brancas: SFA; 

barras cinzas: MUFA e barras listradas: PUFA. As barras de erro 

representam o desvio padrão da média (n = 3). 
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(C20:0), Nostoc sp (25%), A. densus (19%), M. indicum (19%) e D. spinosus (17%). 

Enquanto, a maior concentração de ácido eicosapentaenoico (EPA; C20:5ω3) foi 

observada em N. gaditana (15,84%).  
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Ácidos graxos A. densus C. guanense D. spinosus K. aperta M. indicum N. gaditana T. gracilis Geitlerinema sp. Nostoc sp      Diatomacea 

C14:0 4,57 (0,39) 6,12 (0,16) 1,88 (0,46) 1,61 (0,00) 1,43 (0,02) 0,93 (0,00) 3,35 (0,59) 1,20 (0,20) - 2,38 (0.02) 

C14:1ω5 2,44 (0,21) 3,20 (0,021) 0,98 (0,34) 1,58 (0,11) 0,86 (0,03) 9,06 (0,12) 4,62 (1,56) 23,04 (0,32) 2,51 (0,53) 1,58 (0.01) 

C16:0 1,90 (0,16) - 0,46 (0.08) - 2,32 (0,06) 0,31 (0,00) - 1,98 (0,01) - 0,91 (0.01) 

C16:1ω7 49,22 (5,52) 66,59 (0,47) 50,30 (2,66) 63,31 (1,66) 34,73 (0,24) 59,55 (0,04) 28,57 (0,42) 62,69 (0,54) 48,19 (6,21) 75,40 (0.00) 

C18:0 4,89 (0,42) - 4,94 (0,18) 2,58 (0,11) 1, 63 (0,08) - 2,39 (0,94) 0,88 (0,20 - 9,00 (0.06) 

C18:1ω9c - - - - - - 12,59 (0,87) - - - 

C18:2ω6c 0,65 (0,05) 1,63 (0,13) 0,93 (0,23) - - 0,41 (0,03) 3,13 (0,11) 2,31 (0,20) - 2,10 (0,10) 

C18:2ω6t 8,24 (0,71) 7,15 (0,65) 12,12 (2,34) 14,63 (1,03) 23,34 (0,13) 9,09 (0,06) 16,65 (0,25) 4,40 (0,83) 9,32 (0,96) 5,38 (0,03) 

C18:3ω6      8,61 (0,74) 3,48 (0,05) 10,64 (1,61) 6,91 (0,13) 15,31 (0,29) 4,78 (0,05) 9,42 (0,08) 3,45 (0,80) 14,33 (1,19) 2,75 (0,02) 

C20:0 19,43 (1,7) - 17,71 (3,41) 8,35 (0,67) 19,55 (0,21) - 19,24 (1,23) - 25,63 (3,55) - 

C20:5ω3 (EPA) - 11,79 (0,13) - - 0,79 (0,01) 15,84 (0,24) - - - - 

C22:6ω3 (DHA) - - - 7,8 (2,48) 0,95 (0,06) - - - - 1,56 (0,00) 

PUFA 17,51 (1,65) 24,07 (1,04) 23,69 (4,52) 21,55 (3,63) 39,45 (0,51) 30,13 (0,38) 29,21 (0,45) 10,18 (1,65) 23,65 (2,15) 10,25 (0,12) 

MUFA 51, 66 (6,30) 69,79 (0,86) 51,29 (3,71) 65,89 (2,02) 24,94 (0,60) 68,61 (0,11) 45,79 (2,66) 85,74 (0,80) 50,71 (7,31) 76,99 (0,16) 

 

SFA 28, 90 (2,87) 6,12 (0,98) 25,00 (5,93) 12,55 (2,74) 35,60 (0,49) 1,25 (0,34) 24,99 (4,83) 4,076 (1,01) 25,63 (3,55) 12,73 (0,25) 

           

 

Tabela 1.  Composição de ácidos graxos das microalgas e cianobactérias (%) cultivadas em fotobiorreator. Abreviações: PUFA, ácidos graxos 

poliinsaturados; MUFA, ácidos graxos monoinsaturados; SFA, ácidos graxos saturados.  

Espécies microalgais 
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DISCUSSÃO 

 

Os resultados relativos à análise FTIR para as espécies deste estudo vão de 

encontro ao que foi observado por  GRACE et al. (2020) que obtiveram os mesmos grupos 

funcionais de moléculas para Monoraphidium contortum, Pseudomuriella sp. e 

Chlamydomonas sp. Algas verdes, diatomáceas e cianobactérias possuem composição 

química distinta. Normalmente, as algas verdes têm um teor relativamente alto de amido 

e celulose (paredes celulares e produtos de armazenamento de energia) detectadas em 

bandas de ∼1200 a 1000 cm−1, as diatomáceas têm uma absorção distinta de silicato na 

amplitude de ∼1100–1060 cm−1 e ∼ 800 cm-1 devido à frústula de sílica (parede celular) 

(MURDOCK; WETZEL, 2009). Os espectros FTIR de cianobactérias são dominados por 

proteínas e lipídios com carboidratos menos abundantes em relação às algas verdes 

(BENNING et al., 2004). No entanto, as proporções desses compostos podem variar 

substancialmente entre as espécies dentro de um mesmo grupo e com a disponibilidade 

de nutrientes (GIORDANO et al., 2001), neste trabalho, as algas verdes se destacaram 

para todos os grupos de moléculas. 

Apesar das curvas FTIR das microalgas serem similares, a intensidade das bandas 

variou entre as espécies, e isso pode estar associado ao metabolismo celular de cada 

espécie e ao acúmulo de moléculas durante o cultivo (GRACE et al., 2020). A análise de 

FTIR destacou que N. gaditana é uma espécie promissora para a produção de lipídios, 

principalmente de TAGs, já que apresentou a banda mais intensa na região dessa 

molécula. Esse resultado está de acordo com ZHANG et al. (2021), que observaram para 

N. oceânica banda de absorção que representam triglicerídeos. O destaque de K. aperta 

para a região de bandas de absorção de grupos de carboidratos é corroborado pela síntese 

de mucilagem, característica da espécie. Isso indica que essa cepa pode ser aplicada para 

a produção de bioetanol.  

As curvas de termogravimetria (TG e DTG) apresentaram 3 estágios comum para 

para a maioria das espécies; a DTG salienta os eventos térmicos registrados pela curva 

TG. A primeira perda refere-se à desidratação de água das células e água externa limitada 

pela tensão superficial. Em seguida, no estágio 2, ocorre a liberação da maioria das 

substâncias orgânicas, incluindo proteínas, carboidratos e lipídios. A terceira e última 
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perda de massa se deve principalmente à decomposição lenta de materiais carbonáceos 

no resíduo sólido. Os três estágios observados para as espécies estudadas estão de acordo 

com o que foi observado por RIZZO et al. (2013). Esses autores viram que para Chlorella 

sp. e Nannochloropsis sp. o primeiro estágio aconteceu até 100 °C, o segundo para 

Chlorella sp. ocorreu entre 400 e 650 °C, enquanto para Nannochloropsis sp. foi de 400 

a 700 °C e o terceiro de 650 a 800 °C. A faixa de temperatura onde ocorreu a maior perda 

de biomassa está de acordo com MATA et al. (2020), que observaram que Spirulina sp. 

apresentou 3 estágios e a maior decomposição ocorreu entre 331 e 341 °C. Além disso, 

similar ao que foi observado para Geitlerinema sp. (neste estudo) que apresentou um pico 

de decomposição em 630 °C, diferentemente das outras espécies estudadas, esses mesmos 

autores observaram que Spirulina sp. apresentou um pico em 609 °C. Rossi et al. (2018) 

detectou um único evento de perda de massa entre 700 e 800 ºC em Chlorella vulgaris 

com cerca de 60% de cinzas (conteúdo inorgânico na biomassa algal). Sabe-se que quanto 

menor for a temperatura de pirólise, tanto mais facilmente a reação de pirólise pode 

ocorrer (CHAIWONG et al., 2013). Como a maior perda de massa ocorreu em 

temperatura relativamente baixa, as espécies estudadas seriam indicadas para o processo 

de pirolise. 

A menor perda de massa (e maior resíduo de cinzas) foi observado para a 

diatomácea, o que pode estar relacionado à sílica da parede celular. Com o objetivo de 

remoção da frústula da diatomácea Pinnularia sp., Van Eynde et al. (2014) concluiram 

que a frústula de sílica é responsável por quase metade do peso da célula.  

A análise do perfil de ácidos graxos mostrou uma dominância dos ácidos C16 e 

C18 para todas as espécies estudadas, com predomínio dos MUFA, o que está de acordo 

com LEE et al. (2010), SAHU et al. (2013) e parcialmente com os resultados de Chia et 

al. (2013). Sahu et al. (2013) encontraram uma concentração de ácidos graxos similar ao 

apresentado neste trabalho, mas para cultivos com 14 a 20 dias, possivelmente com 

células já fora da exponencial de crescimento. Sabe-se que em células em fase 

estacionária ou por algum motivo estressadas há uma redução de ácidos graxos 

poliinsaturados (PUFA) e aumento de SFA e MUFA, como demonstrado em Chia et al. 

(2013). Neste estudo, as 12 espécies apresentaram maior concentração de MUFA (22 a 

83%), seguido de SAFA (9 a 49%) e PUFA (7 a 28%). De acordo com Borowitzka (1988), 

os SFA e MUFA compreendem a fração lipídica de armazenamento, enquanto PUFA 

compreendem em grande parte a fração lipídica estrutural. Explicamos que nossas 

amostras para ácidos graxos foram obtidas no décimo dia de cultivo e, mesmo que ainda 



70 

 

não houvesse manifestação de fase estacionária (ver Figura 1a, capítulo 2), poderia estar 

havendo algum tipo de limitação nutricional (concentração de nutrientes não foi mantida 

constante, apenas intensidade de luz e pH). Isso pode ter sinalizado para as células maior 

produção de lipídios de reserva. Análises de lipidômica e transcriptômica seriam capazes 

de confirmar (ou não) essa hipótese e, assim fica aqui a sugestão de, para estudos futuros, 

utilizar-se da ferramenta ômica para detalhamento do metabolismo lipídico. 

Pensando na aplicação desses compostos no setor energético, como  a produção 

de biodiesel, as microalgas com alto teor de SFAs e MUFAs são as mais promissoras para 

a produção deste biocombustível (MALTSEV; MALTSEVA, 2021) e nesse caso, a 

microalga A. densus e D. spinosus poderiam ser indicadas para essa finalidade. De acordo 

com a literatura (Lombardi e Wangersky 1991; Chia et al., 2013), as classes de reserva, 

como triacilgliceróis, MUFA e SFA, podem ser aumentadas mediante estresse algal. 

O perfil de ácidos graxos apresentado para as Chlorophyta estudadas está de 

acordo com o que foi observado por Nascimento et al. (2013). Os autores observaram que 

as algas A. falcatus, A. fusiformis, K. lunaris e D. brasiliensis apresentaram ácidos graxos 

similares aos observados para as espécies de mesmo gênero deste estudo. Esses autores 

relataram que o ácido palmítico (C16:0) foi predominante para essas espécies, no entanto, 

nossos resultados mostraram que o ácido palmitoleico (C16:1 ω7) foi o mais presente 

para A. densus, K. aperta e D. spinosus. 

A concentração do ácido palmitoleico (C16:1ω7) foi predominante para as 

cianobactérias Geitlerinema sp. (62%) e Nostoc sp. (48%). Gong; Miao (2019) 

observaram que a cianobactéria Synechococcus sp. PCC 7942 sintetizou 38%; Gugger et 

al. (2002) relataram que 25% dos ácidos graxos de Nostoc sp estavam relacionados ao 

ácido palmitoléico (C16:1ω7).  

O ácido palmitoleico é um dos ácidos graxos monoinssaturados (MUFA), que 

recebeu crescente interesse devido ao seu valor na dieta, como nutracêuticos, e também 

na indústria farmacêutica (WU; LI; HILDEBRAND, 2012). Estudos indicam que o ácido 

palmitoleico apresenta inúmeros benefícios, como aumento da fluidez da membrana 

celular, redução da inflamação, proteção do sistema cardiovascular e inibição da 

oncogênese (MAEDLER et al., 2003; MOZAFFARIAN et al., 2010; WELTERS et al., 

2006). Além das funções biológicas, de acordo com suas propriedades de cadeia média 

de carbono e uma dupla ligação, esse ácido graxo também apresenta fluidez a baixa 

temperatura e boa estabilidade oxidativa, o que o torna atrativo na produção de biodiesel 

(WU; LI; HILDEBRAND, 2012). 
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O ácido araquídico (C20:0), observado para algumas espécies deste trabalho, foi 

observado por Shanmugam et al. (2020) para Scenedesmus sp. na concentração de 

31,72%. 

O ácido γ-linolênico (C18:3ω6) tem atraído a atenção devido às suas propriedades 

anti-inflamatórias e, por isso, servindo como auxiliar no tratamento de diversas doenças 

(SERGEANT; RAHBAR; CHILTON, 2016). A microalga M. indicum, com 15% de 

concentração do ácido γ-linolênico, mostra-se uma espécie promissora para sua produção. 

A cianobactéria Spirulina sp. é considerada uma fonte de C18:3ω6, e apresenta de 12 a 

29% de ácido γ-linolênico, dependendo da condição de cultivo (MÜHLING; BELAY; 

WHITTON, 2005). Os ácidos graxos da Diatomácea CCMA-UFSCar293, estão de 

acordo com os observados por Dunstan et al. (1993) e Pasquet et al. (2014) que estudaram 

14 espécies de diatomáceas e Odontella aurita, respectivamente. No entanto, diferente 

desses autores não observamos a presença de ácido eicosapentaenoico (EPA; C20:5ω3) 

para a diatomácea estudada. EPA (15%) foi observado em N. gaditana, o que está de 

acordo com Figueiredo et al. (2019). Várias espécies de Nannochloropsis são comumente 

usadas como organismos alimentares de alta qualidade devido ao seu alto teor de EPA 

(MA et al., 2016).  

As microalgas que sintetizam lipídios em grandes quantidades são consideradas 

uma matéria-prima natural promissora para a produção de biocombustíveis de terceira 

geração (CHISTI, 2007), produção de alimentos e como suplemento alimentar, rações 

para aquicultura, produtos farmacêuticos e cosméticos (BOROWITZKA, 2013; PULZ; 

GROSS, 2004). Em muitos aspectos, o uso direcionado de lipídios sintetizados por 

microalgas é determinado pela composição dos ácidos graxos que os formam. Entre todos 

os ácidos graxos presentes nas microalgas, alguns das famílias ômega -3 (ω3) e ômega-6 

(ω6) são de particular interesse, principalmente, devido aos seus benefícios para a saúde 

humana, com atividade anti-inflamatória, atuando na prevenção de doenças 

cardiovasculares e promovendo a saúde do cérebro e da visão (MALTSEV; 

MALTSEVA, 2021), e nesse sentido, foram destaques a microalga M. indicum e N. 

gaditana.  
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CONCLUSÕES 

 

A análise de FTIR e perfil de ácidos graxos mostraram que N. gaditana produz 

lipídios que podem ter alto interesse comercial, enquanto K. aperta destacou-se na 

produção de carboidratos. A microalga N. gaditana se destacou pela produção de EPA e 

M. indicum pela presença de ácido γ-linoleico. Ácidos graxos importantes como DHA, 

EPA, e ácidos do grupo dos 3 foram detectados em maior ou menor quantidade nas 

microalgas investigadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



73 

 

4. Capítulo 3- O uso de diferentes qualidades de luz e cobre para o 

aumento de biocompostos na microalga Kirchneriella aperta 

 

RESUMO 

 

As microalgas têm sido utilizadas comercialmente como matéria-prima para a 

produção de compostos de alto valor em diversos setores industriais. Estratégias que 

envolvem a manipulação de parâmetros físico-químicos têm sido propostas como meio 

para promover alterações na composição bioquímica da biomassa de algas. O cultivo em 

diferentes qualidades de luz e mudanças nutricionais fazem parte dessas estratégias. Neste 

estudo buscou-se avaliar os efeitos do cobre e de diferentes qualidades de luz (LED azul 

e vermelho), de forma isolada e em combinação com o cobre, na fisiologia e síntese de 

compostos bioativos em Kirchneriella aperta. A alga foi cultivada em fotobiorreator com 

iluminação interna e exposta à uma concentração de cobre livre (3 x10-9 mol L-1 Cu2+), à 

luz azul e vermelha e a 3 x10-9 mol L-1 em combinação com luz azul e 3 x10-9 mol L-1 

com luz vermelha e ao controle (luz branca sem alterar a concentração de cobre). Durante 

os experimentos foram avaliadas as taxas de crescimento, produção de biomassa, 

pigmentos (clorofila a e carotenoides totais), biomoléculas (carboidratos, proteínas, 

lipídios) e atividade antioxidante. Os resultados mostraram que não houve diferença na 

taxa de crescimento nos diferentes tratamentos. O maior rendimento de biomassa seca 

(0,6 g L-1) foi obtido no tratamento com luz azul. A concentração de clorofila a foi maior 

na luz azul (aumento de 3 vezes em relação ao controle), no entanto, os carotenoides totais 

não diferiram entre os tratamentos. A produtividade específica de proteínas totais 

aumentou 43% no tratamento 3 x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz azul, já os carboidratos 

aumentaram 87% sob a concentração de 3 x10-9 mol L-1 Cu2+. Enquanto, a atividade 

antioxidante aumentou sob luz vermelha, já a maior concentração de lipídios (21% peso 

seco) foi obtida no tratamento com cobre. Em relação aos parâmetros fotossintéticos, 

apesar de Fv/Fm mostrar que os cultivos estavam saudáveis, as curvas rápidas de luz e 

seus parâmetros mostram mudanças significativas no aparato fotossintético. A escolha do 

tratamento para a manipulação bioquímica em K. aperta, depende da molécula de 

interesse, visto que todos os tratamentos proporcionaram uma alteração nas moléculas, 

exceto para carotenoides.  

Palavras-chave: Luz azul, Luz vermelha, proteínas, atividade antioxidantes, 

manipulação bioquímica 
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INTRODUÇÃO 

 

As microalgas reagem às mudanças do ambiente externo alterando compostos 

celulares que resultam de uma tentativa de se proteger e/ou se aclimatar às mudanças. 

Assim, modificações nas condições de cultivo podem estimular a biossíntese de 

compostos intracelulares específicos. O estresse abiótico, como qualidade (cor) da luz, 

mostrou influenciar tanto o crescimento quanto a bioquímica das microalgas (SCHULZE 

et al., 2014) e tem sido proposto como um meio de manipulação de biomassa para 

aumento de compostos específicos (CHEN et al., 2017; MARKOU; NERANTZIS, 2013).  

Os diodos emissores de luz (LEDs) podem ser usados para a produção de 

microalgas (OLLE; VIRŠILE, 2013). Os LEDs são fontes de luz artificial de longa 

duração (50.000 h) que emitem luz quase monocromática em vários comprimentos de 

onda (OLLE; VIRŠILE, 2013). Portanto, os LEDs também podem ser aplicados para 

ajustar a composição bioquímica da biomassa de microalgas por meio de comprimentos 

de onda específicos em diferentes intensidades ou frequências de luz (ZHAO et al., 2013) 

e.g., cor da luz de exposição. 

As algas podem capturar fótons em vários comprimentos de onda, para azul e 

vermelho. De acordo com Keeling (2013), as microalgas crescem melhor sob luz 

vermelha (660 nm) ou azul (420-470 nm). Foi demonstrado que em muitas microalgas, a 

luz vermelha induz altas taxas de crescimento e células menores, acelerando o ciclo 

celular (BLANKEN et al., 2013), enquanto a luz azul influencia a expressão gênica e 

várias vias metabólicas (RUYTERS, 1984). 

De forma análoga ao estresse físico efetuado por diferentes cores e/ou 

intensidades de luz, estressores químicos como metais (por exemplo o micronutriente 

cobre) podem ser usados para manipulação bioquímica em microalgas (CHIA; 

LOMBARDI; MELÃO, 2013; EINICKER-LAMAS et al., 2002; SILVA; ECHEVESTE; 

LOMBARDI, 2018b). 

Em concentrações acima das usualmente requeridas, o micronutriente cobre pode 

induzir o aumento da concentração de lipídios, proteínas e carboidratos em algumas 

microalgas, mas dependendo da concentração dos íons, o aumento de biomoléculas 

ocorre em detrimento da taxa de crescimento (GUSCHINA; HARWOOD, 2006; 

MARKOU; NERANTZIS, 2013; SILVA; ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018).  

O processo de manipulação bioquímica envolvendo metais deve considerar que o 

elemento escolhido pode ser tóxico e, portanto, prejudicial à alga e ao meio ambiente. Por 
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isso, mantê-lo o mais baixo possível na tecnologia de manipulação é fundamental. Chia 

et al. (2015) mostraram que a combinação de baixo teor de nitrato ou fosfato e cádmio 

podem atuar sinergicamente e favorecer grande acúmulo de biomoléculas, chegando a 

atingir a concentração de 300 vezes mais do que as amostras controle. Boussiba; Vonshak 

(1991); Lamers et al. (2010) mostraram que a combinação de estresses, incluindo a 

exposição ao cobre mesmo em concentrações ambientalmente relevantes, e cores claras 

de luz podem intensificar substancialmente o acúmulo intracelular de biomoléculas. 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do cobre e 

diferentes qualidades de luz, LED azul e LED vermelho, isolados e em combinação com 

o metal cobre na fisiologia e produção de algumas biomoléculas na microalga 

Chlorophyta Kirchneriella aperta. Analisamos as taxas de crescimento, produção de 

biomassa seca, pigmentos (clorofila a e carotenoides totais), biomoléculas (carboidratos 

e proteínas), atividade antioxidante e os parâmetros fotossintéticos (rendimento quântico 

máximo e efetivo, dissipação da fluorescência, curva de luz e seus parâmetros). 

A microalga Kirchneriella aperta foi selecionada para o estudo da manipulação 

bioquímica devido à sua maior atividade antioxidante, maior teor de carboidratos, maior 

produtividade proteica e maior taxa de biofixação de carbono em relação às demais 

espécies. Esta escolha teve como base os resultados do capítulo 1. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

A microalga Kirchneriella aperta foi cultivada em meio BG-11 autoclavado, em 

fotobiorreator cilíndrico modelo air-lift, sob intensidade luminosa de 200 µmol fótons m-

2 s-1. As culturas foram mantidas em pH 6,8 - 7,0 por borbulhamento automático de CO2 

(15% v/v) em mistura com argônio (85% v/v), em 25 °C ± 1 com fotoperíodo 12:12 h 

claro/escuro.  

 

Manipulação  

 

A manipulação bioquímica consistiu em expor a microalga para uma concentração 

de cobre (previamente definida) e diferentes cores de luz na intensidade luminosa de 200 

µmol fótons m-2 s-1. A concentração de cobre livre selecionada (3x10-9 mol L-1) foi 
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definida após experimento preliminar em que K. aperta foi exposta a 7 concentrações de 

cobre nominal, variando de 8x10-8 a 3x10-6 mol L-1. Os íons de cobre-livre foram 

determinados de acordo com a metodologia descrita em Lombardi et al. (2007).  

Com duração de 8 dias, o experimento constou de 5 tratamentos além do controle. 

O controle constou de culturas expostas à luz de LED branca e concentração de cobre 

original presente no meio BG11. Os tratamentos da manipulação constaram de culturas 

expostas às condições descritas a seguir e foram feitos com 3 réplicas experimentais. 

 

 Controle: luz de LED branca (cobre original BG-11) 

 luz de LED azul 445 nm (cobre original BG-11)  

 luz de LED vermelha 652 nm (cobre original BG-11)  

 concentração de cobre livre 3x10-9 mol L-1 com luz de LED branca  

 concentração de cobre livre 3x10-9 mol L-1 com luz de LED azul 

 concentração de cobre livre 3x10-9 mol L-1 com luz de LED vermelha  

 

Crescimento e determinação da biomassa seca 

 

As culturas foram monitoradas diariamente por contagem de células por meio de 

um citômetro de fluxo (MUSE®, Millipore - EUA). As taxas de crescimento foram 

determinadas por regressão linear do logaritmo natural das células mL-1 versus tempo 

(dias) na fase de crescimento exponencial. A regressão linear e a confecção dos gráficos 

foram realizadas no software Igor Pro (Wavemetrics, EUA). 

Para a determinação da biomassa seca, alíquotas de 5mL das amostras foram 

filtradas em filtro de acetato de celulose previamente pesados em balança microanalítica 

com precisão de 1 µg (Metler Toledo - Suiça). 

 

Composição bioquímica e atividade antioxidante 

 

Amostras dos cultivos em fase exponencial foram coletadas para a determinação 

das concentrações intracelulares totais de carboidratos, proteínas, clorofila a, 

carotenoides, lipídios. 

Todos os parâmetros de fisiologia e composição bioquímica seguiram as mesmas 

metodologias apresentadas no capítulo 1, exceto para a determinação de proteínas que 
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seguiu o protocolo estabelecido por Slocombe et al. (2013) modificado (10% TCA a 95 

°C, junto com extração subsequente com o reagente Lowry D a 80 °C por 60 min.). Este 

método tem como base o uso de ácido tricloroacético 10% como extrator e o reagente 

Lowry D para determinação e quantificação do conteúdo proteico. As proteínas totais 

foram determinadas em função de uma curva de calibração feita com padrão de albumina 

bovina.  

Lipídios totais foram determinados por gravimetria. Para tanto, 50 mL de cultura 

foram filtrados em filtros de fibra de vidro previamente calcinados a 400 °C por 8 h. Os 

filtros foram mantidos em frascos de vidro contendo 2 mL de clorofórmio e mantidos em 

ultrafreezer -80 °C até o momento da análise. A extração de lipídios foi realizada usando 

o método de Folch modificado, em que se usou clorofórmio:metanol (2:1) como descrito 

em Parrish (1999). O extrato foi concentrado em rotaevaporador (IKA- Alemanha). Para 

quantificação uma alíquota do extrato (400 µL) foi colocada em um cadinho de alumínio 

previamente calcinado e evaporado sob nitrogênio, e pesado em balança analítica (Mettler 

Toledo, 1 µg precisão). Após o processo de secagem da amostra, o cadinho foi novamente 

pesado e a diferença entre as massas dos cadinhos foi relacionado com o peso seco da 

biomassa. Os dados são reportados em porcentagem de lipídios na biomassa seca (% 

DW).   

A produtividade das biomoléculas foi quantificada multiplicando a concentração 

de cada biomolécula pela taxa de crescimento.  

No último dia de cultivo, fase estacionária de crescimento, amostras foram 

centrifugadas e liofilizadas, produzindo assim biomassa seca. Esta foi usada para fazer 

extratos em etanol 70% que por sua vez foi usado para a determinação do potencial 

antioxidante por meio do ensaio DPPH.  

 

Parâmetros fotossintéticos 

A atividade fotossintética de K. aperta foi analisada por meio do rendimento 

quântico máximo (M) e efetivo ( ́M), dissipação fotoquímica (qP) e não fotoquímica 

da fluorescência (NPQ), além de curva rápida de luz (RLC) usando-se um equipamento 

PhytoPAM (Heinz Walz, Alemanha). O ajuste matemático da RLC foi feito de acordo 

com Platt; Gallegos; Harrison (1980) para obter o valor da inclinação inicial das curvas 

(α), onde apenas a luz é um fator limitante da fotossíntese, a taxa máxima (relativa) de 
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transporte de elétrons (maxETR). As equações usadas para os cálculos dos parâmetros 

fotossintéticos são descritas a seguir. 

M = (FM– FO) / FM                                                                                         (1) 

 ́M = (F’M– F’S) / F’M)                                                      (2) 

qP = (F’M– F’S) / (F’M– F’O)                                              (3) 

NPQ = [FM – F’M]/ F’M                                                                                  (4) 

Ek = ETRmax/                                                                 () 

Onde, FM: Fluorescência máxima das células adaptadas ao escuro; Fo: fluorescência 

inicial de adaptação ao escuro; F’M: fluorescência máxima adaptada ao claro; F’o: é o 

rendimento mínimo de fluorescência da clorofila na presença de centros de reação abertos 

do fotossistema II. 

 

 

 

Análise de dados 

O programa IGOR Pro 5.04 foi utilizado para a preparação dos gráficos e para o 

ajuste da RLC. As análises estatísticas (ANOVA Two-way) foram realizadas usando o 

Minitab 17. 

 

 

RESULTADOS 

 

Os parâmetros de crescimento obtidos para os diferentes tratamentos são 

mostrados na Figura 1. Em (a), o logaritmo natural (ln) da densidade populacional (célula 

mL-1), em (b), as taxas de crescimento (d-1) e em (c), a biomassa seca (g L-1).  

As curvas de crescimento mostraram uma maior densidade final nos tratamentos 

luz azul e luz vermelha e quando houve combinação do cobre com as diferentes 

qualidades de luz, em comparação ao controle (Fig. 1a). A taxa de crescimento calculada 

para a fase exponencial (24 até 72 h) manteve-se constante independente do tratamento 
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(p>0,05, Fig. 1b), no entanto, houve uma redução aparente da densidade populacional a 

partir de 120 h de cultivo nos tratamentos com luz branca (controle e com 3x10-9
 mol L-1 

cobre). Isso fica claro conforme analisamos a Figura 1c. O rendimento de biomassa seca 

no tratamento com LED azul (0,6 g L-1) foi 3 vezes maior em relação ao controle (p<0,05, 

Fig. 1c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Parâmetros de crescimento. (a) Ln de densidade celular (cel. mL-1) em 

função do tempo experimental (h); (b) taxa de crescimento (d-1) e (c) biomassa 
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seca (g L-1) para os diferentes tratamentos. Símbolos: losango aberto: controle; 

triângulo aberto: 3x10-9 mol L-1 Cu2+; círculo aberto e linha tracejada: luz azul; 

cruz e linha tracejada: luz vermelha; ampulheta aberta: 3x10-9 mol L-1 Cu2+ com 

luz azul; gravata aberta: 3x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz vermelha. Barra preta: 

controle; barra branca: 3 x10-9 mol L-1 Cu2+; barra listras na diagonal esquerda: luz 

vermelha; barra listras na diagonal direita: luz azul; barra listras cruzadas: 3 x10-9 

mol L-1 com luz vermelha; barra com pontos:  3 x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz azul. 

As barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 

 

Os resultados relacionados à síntese de pigmentos para cada tratamento são 

mostrados na Figura 2, que apresenta os dados de concentração de clorofila a (mg L-1) e 

de carotenoides totais (mg L-1). Observamos que a concentração de clorofila a (Fig. 2a) 

aumentou 200% sob luz azul em relação ao controle (p<0,05). A concentração de 

carotenoides totais não diferiu do controle (p>0,05; Fig. 2b).  

 

 

 

Figura 2. Composição dos pigmentos. (a) Clorofila a (µg mL-1); (b) 

Carotenoides totais (µg mL-1) para cada tratamento. Barra preta: controle; barra 

branca: 3 x10-9 mol L-1 Cu2+; barra listras na diagonal esquerda: luz vermelha; 

barra listras na diagonal direita: luz azul; barra listras cruzadas: 3 x10-9 mol L-

1 com luz vermelha; barra com pontos:  3 x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz azul. As 

barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 

 

As concentrações de proteínas totais, carboidratos totais, suas produtividades, a 

atividade antioxidante e lipídios totais de K. aperta estão descritas na Tabela 1. Nessa 

Tabela não é apresentada a produtividade lipídica pois os resultados dessa biomolécula 

são apresentados como % em base biomassa seca (% DW). 
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Observamos que não houve diferença significativa na síntese de proteínas totais 

em relação ao controle (p>0,05). No entanto, a maior produtividade específica foi 

observada para o tratamento em que houve a combinação do cobre com a luz azul 

(p<0,05), sendo 43% maior do que controle.  

A maior concentração de carboidratos totais (5,06 µg mL-1) foi observada no 

tratamento apenas com cobre adicional. K. aperta sintetizou 87% mais carboidratos que 

o tratamento controle (p<0,05), o que se relaciona com a produtividade específica, que 

foi a maior nesse mesmo tratamento (p<0,05). Os outros tratamentos não diferiram do 

controle em relação à síntese e produtividade específica de carboidratos totais (p>0,05).  

Em relação à atividade antioxidante da biomassa algal, o tratamento com a luz 

vermelha foi o que mais apresentou atividade antioxidante (59%), sendo 40% maior que 

o controle (42%) (p<0,05). Os outros tratamentos apresentaram atividade similar ao 

controle (p>0,05). 

O aumento da concentração de cobre estimulou a síntese de lipídios em 

comparação ao controle (p<0,05). A biomassa apresentou 21% de lipídios enquanto o 

controle 7%, um aumento de 200%. Os outros tratamentos apresentaram concentração de 

9 a 15% de lipídios, não diferindo do controle (p>0,05). 
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Tabela 1 – Biomoléculas em K. aperta para os diferentes tratamentos em 48 h de exposição. Proteínas e Carboidratos totais (µg L-1), 

produtividade específica de proteínas e carboidratos (µg L-1 d-1), potencial antioxidante (DPPH, %) e lipídios totais (%). Cu2+: concentração de 

cobre 3x10-9 mol L-1 Cu2+. Os números entre parênteses indicam o desvio padrão da média (n=3).  

Tratamentos Proteínas 
Produtividade 

Proteínas 
Carboidratos 

Produtividade 

Carboidratos 
DPPH Lipídios 

       

Controle 17.73 (0.32)abc 10.81 (0.66)bc 2.70 (0.14)b 1.65 (0.08)b 42 (0.46)b 7 (1,30)c 

3x10-9 mol L-1 Cu2+ 17.63 (0.46)abc 9.16 (0.50)bcd 5.06 (0.60)a 2.65 (0.48)a 51 (3.5)ab 21(1,91)a 

Luz vermelha 16.26 (1.20)bc 8.74 (1.01)cd 2.95 (0.075)b 1.60 (0.18)b 59 (6.2)a 15 (4,17)ab 

Luz azul 13.74 (1.53)c 7.56 (1.35)d 3.35 (0.45)b 1.82 (0.20)b 53 (1.5)ab 11 (0,43)bc 

Luz vermelha com Cu2+ 18.11 (0.49)ab 11.07 (1.37)b 2.78 (0.28)b 1.78 (0.13)b 48 (1.5)ab 10 (0,97)bc 

Luz azul com Cu2+ 21.00 (0.98)a 15.50 (0.72)a 3.20 (0.11)b 2.40 (0.18)ab 47 (2.8)b 9 (0,80)bc 
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Parâmetros fotossintéticos 

O rendimento quântico máximo é mostrado na Figura 3 em função do tempo 

experimental. Este parâmetro variou de ~ 0,7 a 0,8, sem diferença entre os tratamentos, 

condição de células saudáveis.  

 

 

 

 

A Figura 4 reporta os rendimentos quânticos efetivo do PSII (Φ’
M) para células em 

crescimento exponencial para cada tratamento. A combinação de luz vermelha com 3x10-

9 mol L-1 de cobre apresentou o menor Φ’
M (0,43) em comparação ao controle (p<0,05), 

enquanto o tratamento com 3x10-9 mol L-1 de cobre (luz branca) apresentou o maior Φ’
M 

(0,60) (p<0,05). Apesar das diferenças observadas nos Φ’
M, a dissipação fotoquímica (qP) 

e não fotoquímica (NPQ) não diferiram entre os tratamentos (p>0,05). Os valores de qP 

foram ~1,0 e de NPQ ~0,2. 

Figura 3. Rendimento quântico fotossintético máximo (Fv/Fm) em unidades 

de fluorescência relativa (R.U.) em função do tempo experimental. Símbolos: 

losango aberto: controle; triângulo aberto: 3x10-9 mol L-1 Cu2+; círculo aberto 

e linha tracejada: luz azul; cruz e linha tracejada: luz vermelha; ampulheta 

aberta: 3x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz azul; gravata aberta: 3x10-9 mol L-1 Cu2+ 

com luz vermelha. As barras de erro representam o desvio padrão da média (n 

= 3). 
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As curvas rápidas de luz (RLC) representadas pelo rETR versus radiação 

fotossinteticamente ativa (PAR) são mostradas na Figura 5. A taxa de transporte de 

elétrons (rETR) foi mais elevada no tratamento 3x10-9 mol L-1 de cobre no meio (luz 

branca). Observamos para os tratamentos com luz azul e luz vermelha, sem adição extra 

de cobre, que acima de 500 µmol de fótons m-2 s-1 há uma tendencia de redução na taxa 

de transporte de elétrons (rETR) em K. aperta. Para os tratamentos combinados luz azul 

e adição de cobre, e luz vermelha com adição de cobre houve um declínio da rETR quando 

comparada com os outros tratamentos, a menor rETR foi reportada no tratamento cobre 

com luz vermelha. Isso mostra um efeito negativo sobre a fotossíntese mediante a 

interação dos fatores qualidade de luz e cobre. 

 

Figura 4. Rendimento quântico efetivo (Φ’
M) do PSII para 

cada tratamento. Barra preta: controle; barra branca: 3 x10-

9 mol L-1 Cu2+; barra listras na diagonal esquerda: luz 

vermelha; barra listras na diagonal direita: luz azul; barra 

listras cruzadas: 3 x10-9 mol L-1 com luz vermelha; barra 

com pontos:  3 x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz azul. As barras 

de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 

As barras de erro representam o desvio padrão da média (n 

= 3). 
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Figura 5. Curvas rápidas de luz (RLC) em culturas de fase exponencial 

representadas como taxa relativa de transporte de elétrons (rETR, µmol 

de elétrons m-2 s-1) em função da radiação fotossinteticamente ativa 

(PAR, µmol de fótons m-2 s-1). Símbolos: losango aberto: controle; 

triângulo aberto: 3x10-9 mol L-1 Cu2+; círculo aberto: luz azul; cruz: luz 

vermelha; ampulheta aberta: 3x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz azul; gravata 

aberta: 3x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz vermelha. As barras de erro 

representam o desvio padrão da média (n = 3). 

 

Os parâmetros da curva de luz são destacados na Figura 6. O coeficiente de 

absorção de luz (α), na Fig. 6a mostra que não houve diferença significativa entre os 

tratamentos (p>0,05). A eficiência de absorção de luz, que é dada pelo coeficiente α da 

RLC, manteve-se em torno de 80%. 

A taxa máxima de transporte de elétrons (ETRmax) e a irradiância saturante (Ek) 

são reportadas nas Figuras 6b e 6c, respectivamente. Para os tratamentos testados, 

observamos que quando K. aperta foi cultivada com o aumento de cobre no meio e 

exposta à luz vermelha simultaneamente apresentou a menor ETRmax, 94 µmol elétrons 

m-2 s-1 e o menor valor de Ek, 134 µmol fótons m-2 s-1 em relação ao controle (p<0,05). 

Em contrapartida, os tratamentos em que houve adição de cobre no meio (196 µmol 

elétrons m-2 s-1 e 256 µmol fótons m-2 s-1), luz azul (239 µmol elétrons m-2 s-1 e 181 µmol 

fótons m-2 s-1) e luz vermelha (161 µmol elétrons m-2 s-1 e 212 µmol fótons m-2 s-1) tiveram 

aumento desses parâmetros em relação ao controle (p<0,05).  

O cobre promoveu o aumento de 64% na ETRmax, enquanto a luz azul 52 e 

vermelha 32%.  Para a irradiância saturante o aumento foi de 62% quando houve adição 

de cobre, e de 51% para a luz azul e 34% para a luz vermelha.  

Quando exposta ao cobre com luz azul, K. aperta não apresentou mudanças nas 

taxas de transporte elétrons e na irradiância saturante em comparação ao controle 

(p>0,05). 
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Figura 6. Parâmetros fotossintéticos obtidos após o ajuste RLC de acordo 

com Platt et al. (1980) para os diferentes tratamentos. (a) α (mg C. mg Chl 

a−1 [μmol fótons m−2 s−1]), (b) Ek (µmol fótons m-2 s-1), (c) rETRmax (µmol 

de elétrons m-2 s-1).  Barra preta: controle; barra branca: 3 x10-9 mol L-1 

Cu2+; barra listras na diagonal esquerda: luz vermelha; barra listras na 

diagonal direita: luz azul; barra listras cruzadas: 3 x10-9 mol L-1 Cu2+ com 

luz vermelha; barra com pontos:  3 x10-9 mol L-1 Cu2+ com luz azul. As 

barras de erro representam o desvio padrão da média (n = 3). 
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DISCUSSÃO 

 

As diferentes cores de luz LED foram capazes de alterar algumas respostas 

fisiológicas de K. aperta. O estímulo no crescimento da microalga quando exposta à luz 

de LED vermelha e azul em comparação com a luz branca concorda com a literatura. 

Baba et al. (2012) reportaram que Botryococcus braunii atingiu alta densidade celular 

quando exposta ao LED azul em comparação com LED vermelho e verde. Em culturas 

de Nannochloropsis sp., a exposição ao LED azul resultou em melhor crescimento em 

comparação aos espectros vermelho e branco (Das et al., 2011). Kim et al. (2014) reportou 

que Chlorella vulgaris apresentou a maior densidade celular sob luz vermelha.  

O comportamento de crescimento populacional em função da qualidade de luz 

irradiada parece ser espécie-específico, e isso pode estar relacionado aos diferentes 

mecanismos intracelulares de captação de luz dos organismos fotossintéticos. Isso 

permite a tais organismos utilizar apenas certos comprimentos de onda ou uma faixa 

específica de comprimentos de onda, mesmo dentro da região PAR (BAER et al., 2016; 

VADIVELOO et al., 2015). Assim, os comprimentos de onda emitidos pela luz azul e luz 

vermelha podem ser mais eficientes para o cultivo de microalgas (CHOI et al., 2015), o 

que é corroborado pelos resultados desta pesquisa. 

O maior rendimento de biomassa seca observada para K. aperta sob luz azul está 

de acordo com Yuan et al. (2020). Cultivando Chlorella sp. e Nannochloropsis oculata 

em diferentes qualidades de luz, esses autores obtiveram os maiores rendimentos de 

biomassa na luz azul. No entanto, o nosso resultado difere no quesito exposição à luz 

azul, mas concorda quanto à luz vermelha em relação àquilo que foi apresentado por 

Wang; Fu; Liu (2007), que estudaram o crescimento de Spirulina platensis submetida à 

várias cores de LEDs. Os autores encontraram maior produtividade de biomassa seca sob 

luz vermelha, em comparação com as luzes verde, azul, amarela e branca. Similar ao 

nosso estudo, Yan et al. (2013) observaram que quando exposta à luz vermelha Chlorella 

vulgaris apresentou o maior rendimento de biomassa em comparação com outras 

qualidades de luz. Segundo a literatura, o crescimento sob luz azul dá-se por estímulo na 

divisão celular e aumento de velocidade do ciclo celular, resultando em células menores 

(RUYTERS, 1984). Entretanto, ao analisarmos o volume celular médio fornecido pelo 

citômetro Muse não observamos qualquer alteração nas culturas sob luz azul em 

comparação com os outros tratamentos. Quanto à luz vermelha, a literatura propõe que 
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sob esse comprimento de onda ocorre o aumento da divisão celular e o acumulo de 

carboidratos, devido a maior absorção de energia (AGUILERA et al., 2000). 

Os pigmentos clorofila a e carotenoides foram influenciados pelas cores de luz e 

pelo cobre, mas não pela combinação desses fatores. Destacou-se a luz azul quanto ao 

aumento da concentração de clorofila a em K. aperta, resultado que é corroborado por 

McGee et al. (2020). Esses autores observaram aumento de 2 vezes no teor de clorofila a 

para K. aperta quando cultivada sob luz azul (100 µmol fótons m-2 s-1). Para K. aperta, 

deste estudo, o aumento foi de 3 vezes. Yuan et al. (2020) observaram que Chlorella sp. 

sintetizou a maior concentração de clorofila a quando exposta à luz azul. Esses autores 

associaram o aumento a uma possível fotoaclimatação cromática.  

Nesta pesquisa, a presença do cobre (3x10-9 mol L-1) levou a uma diminuição da 

concentração de carotenoides, e diferentemente do que é reportado na literatura quanto à 

influência das cores de luz, não observamos aumento na concentração de carotenoides 

totais. No entanto, tem sido sugerido que a luz desempenha um papel fundamental na 

biossíntese de carotenoides levando ao seu aumento (LAMERS et al., 2010). Esse 

aumento pode estar relacionado à maior energia oriunda da luz azul, que pode estimular 

mecanismos de fotoproteção celular. De acordo com Minhas et al. (2016), o aumento da 

intensidade e qualidade da luz pode trazer mudanças significativas na composição 

química das microalgas levando ao aumento da produção de carotenoides. Além disso, 

segundo Schulze et al. (2014), a luz azul, provavelmente via fotorreceptores como as 

fototropinas, parece induzir o acúmulo de pigmento. Quanto à luz vermelha, o acumulo 

de carotenoides em luz vermelha pode estar relacionado aos fótons da luz vermelha que 

regulam positivamente a biossíntese e acúmulo subsequente de carotenoides através de 

um aumento no pool de antioxidantes para reduzir a taxa de formação de espécies reativas 

de oxigênio (HARVEY; BEN-AMOTZ, 2020). 

Ao contrário do que foi observado por Bossuyt; Janssen (2004) para 

Pseudokirchneriella subcapitata, não observamos estímulo na síntese de carotenoides em 

função da concentração de cobre testada. No entanto, nossos resultados estão de acordo 

com o que foi observado por Baracho et al. (2019) para Chlorolobion braunii, que 

mostraram não haver aumento desse pigmento em função do cobre no meio de cultura. O 

aumento da concentração de carotenoides na presença de exposição o cobre poderia 

ocorrer caso a concentração do metal tivesse ocasionado estresse oxidativo na microalga 

(MALLICK, 2004). Considerando que usamos uma concentração ambiental do metal, 

que não alterou a taxa de crescimento e nem tampouco a concentração de clorofila a, 
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confirmamos que a microalga se encontrava em condição de saúde celular, não de estresse 

induzido pelo metal. 

Em relação às proteínas totais, nossos resultados estão de acordo com o observado 

por Abiusi et al. (2014); Vadiveloo et al. (2015); Yuan et al. (2020). Esses autores 

mostraram não haver diferença nas concentrações de proteínas quando as microalgas T. 

suecica; Nannochloropsis sp; Chlorella e N. oculata, respectivamente, foram expostas à 

diferentes espectros de luzes.  

O tratamento cobre com a luz azul aumentou a produtividade de proteínas totais. 

A literatura reporta aumento dessa biomolécula quando as concentrações de cobre são 

elevadas. Como foi reportado por Sabatini et al. (2009); eles viram que quando 

Scendesmus vacuolatus foi exposta a uma concentração de 4x10-5 mol L-1, houve um 

aumento de 3 vezes em relação ao controle. Silva; Echeveste; Lombardi (2018) 

reportaram aumento de ~4 vezes no teor de proteínas em Scenedesmus quadricauda 

quando as células foram expostas a uma concentração de cobre acima de 10-6 mol L-1. No 

entanto, a concentração de cobre usada neste trabalho foi 3x10-9 mol L e, de modo isolado, 

não houve aumento de proteínas.  

Atribuímos o aumento da produtividade dessa biomolécula à interação dos fatores 

(cobre e luz). Podemos pensar que, pelo fato da concentração de cobre ser em nível 

ambiental e não ter afetado a taxa de crescimento, o aumento de proteínas obtido na 

combinação do cobre com luz azul pode ser devido às proteínas constitutivas e não 

proteínas ligadoras de metal, como por exemplo as fitoquelatinas (COBBETT; 

GOLDSBROUGH, 2002). Ao combinar cádmio, na concentração 10-7 mol L-1 e 2,9 x10-

6 mol L-1 nitrogênio (N) Chia et al. (2015) obtiveram aumento de 4,6 vezes na 

concentração de proteínas para C. vulgaris, mas diferentemente deste estudo, os autores 

obtiveram redução na taxa de crescimento e, por isso não consideraram como aumento 

de proteínas constitutivas e sim ligadoras de metal. 

O aumento de carboidratos com o aumento de cobre no meio, observado para K. 

aperta, está de acordo com o reportado na literatura para outras espécies de microalgas 

(ALHO et al., 2020; SILVA; ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018). O aumento dessa 

biomolécula pode estar relacionado com mecanismos de defesa. K. aperta é circundada 

por uma cápsula de mucilagem de exopolissacarídeos que se ligam a íons metálicos, 

dentre eles o cobre (LOMBARDI; VIEIRA; SARTORI 2002). Isso pode promover a 

redução de dos íons na forma livre e, consequentemente, a toxicidade. Mesmo em 

concentração baixa, o metal (3x10-9 mol L-1 cobre livre) pode ter estimulado a síntese da 
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biomolécula. Aoyagi (2021) obteve resultado similar ao investigar K. contorta submetida 

aos efeitos do cobre e cores de luz azul e vermelha.  

O acúmulo de lipídios em K. aperta foi influenciado pela presença do cobre, mas 

não por sua interação com a luz, qualquer que tenha sido a cor usada. Nossos resultados, 

que mostraram 200% no aumento lipídios, e vão de encontro aos obtidos por Baracho et 

al. (2019). Os autores reportaram aumento de 364% de lipídios na concentração 2,5 x 10-

8 mol L-1 (4x10-3 mol L-1) para C. braunii. Entretanto, em concentração de cobre 5 mil 

vezes maior, Yang et al. (2015) relataram um aumento de lipídios de apenas 18% para C. 

minutíssima UTEX2341. A literatura relata que o cobre pode aumentar a concentração de 

lipídios nas células microalgais devido a possíveis estresses oxidativos causados pelos 

metal, mas este aumento varia com a concentração do metal e com a espécie algal (ALHO 

et al., 2020; CHIA et al., 2015; SABATINI et al., 2009; SILVA; ECHEVESTE; 

LOMBARDI, 2018). No caso de aumento de biomoléculas por estresse induzido pelo 

metal, normalmente observa-se redução da taxa de crescimento (CHIA et al., 2015), mas 

quando o aumento se dá por estímulo como no presente estudo e em Aoyagi (2021), a 

taxa de crescimento é mantida.  

Diferentemente do que tem sido relatado na literatura (ATTA et al., 2013; YUAN 

et al., 2020), a concentração de lipídios não aumentou em K. aperta quando foi cultivada 

sob diferentes qualidades de luz. O acúmulo de lipídios tende a acontecer sob condições 

ambientais extremas, principalmente quando se trata de estresse físico, tal qual o induzido 

por cor ou intensidade de luz (HE et al., 2015; SHU et al., 2012). Sob condições 

favoráveis de crescimento, as microalgas produzem quantidade limitada de lipídios e 

carboidratos (BEHERA et al., 2021) para a manutenção da sua homeostase. Os resultados 

obtidos sugerem que até 48 h de cultivo as luzes vermelha e azul não foram estressantes 

ao ponto de aumentar a síntese lipídica de K. aperta.  

O potencial antioxidante em K. aperta foi estimulado pela luz vermelha após 192 

h de cultivo, sugerindo algum estresse celular, o que é corroborado por Amaro et al. 

(2020). Esses autores observaram aumento da atividade antioxidante de Scenedesmus 

obliquus M2-1 quando foi exposta à luz vermelha e na combinação 50% luz azul e 50% 

luz vermelha. Os autores associaram o aumento a possíveis estresses ocasionados pela 

luz. Pagels et al. (2020) investigaram Cyanobium sp. e observaram que a maior atividade 

antioxidante ocorreu sob a suplementação de luz vermelha. Esse aumento de atividade 

antioxidante foi relacionado pelos autores ao sistema de defesa antioxidante não 

enzimático da cianobactéria. De acordo com Danouche et al. (2020), o aumento da 
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capacidade antioxidante pode estar relacionado ao aumento da atividade de componentes 

biológicos envolvidos nos mecanismos de defesa contra os radicais livres oxidativos. No 

caso deste estudo, o aumento da atividade biológica pode estar relacionado à intensa 

síntese de mucilagem durante o cultivo na luz vermelha.  

Em relação aos parâmetros fotossintéticos, Fv/Fm é uma estimativa da eficiência 

de conversão fotoquímica de PSII e valores mais altos indicam maior eficiência de 

utilização de luz. Os tratamentos experimentais não ocasionaram efeitos negativos ou 

positivos sobre esse parâmetro, que também não variou com o tempo experimental. Esses 

resultados são corroborados pela eficiência de absorção de luz (α), que também foi 

constante, cerca de 70%, para todos os tratamentos. De acordo com Lombardi; 

Maldonado (2011) valores na faixa de 0,7 a 0,8 podem ser indicativos de que as células 

algais encontram-se em situação saudável de crescimento. 

O rendimento quântico efetivo do PSII (Φ’M), que indica a proporção de energia 

absorvida usada em reações fotoquímicas e ETRmax foram maiores nos tratamentos 

isolados, 3x10-9 mol L-1 cobre, luz azul e luz vermelha. Sabe-se que o cobre é um 

microelemento essencial para a fotossíntese, pois é um importante constituinte da 

plastocianina, carreador móvel que transporta elétrons do PSII para o PSI (DROPPA; 

HORVÁTH, 1990). O aumento do Φ’M e da taxa de transporte de elétrons pode estar 

relacionado à regulação da plastocianina. De acordo com Hippmann et al. (2017) seu 

acúmulo é regulado pela concentração de Cu2+ no meio, de modo que baixas 

concentrações do metal tendem a reduzir suas concentrações, assim afetando a ETR. 

Nesse sentido, podemos inferir que a concentração 3x10-9 mol L-1 Cu2+ contribuiu com o 

funcionamento pleno da plastocianina e dessa forma a ETR não foi afetada. O fato de a 

ETR no tratamento com cobre ter sido maior que a ETR do controle pode sugerir que o 

meio BG-11 seria ainda melhor se contivesse em sua composição um pouco mais de 

cobre. Isso pode, de fato, ocorrer devido à alta concentração de EDTA (1,89 x 10-4 mol L-

1) presente nesse meio de cultura, deixando apenas uma pequena fração do cobre 

adicionado na forma livre (~10-13 mol L-1 cobre livre – Aoyagi,2021), que pode ser usado 

pelas microalgas.  

O aumento do rendimento efetivo, e consequentemente da ETRmax, em K. aperta 

sob luz azul está de acordo com o que foi observado por Yuan et al. (2020). Esses autores 

reportaram que a rETR (equivalente à ETRmax desta pesquisa) de Chlorella sp. e 

Nannochloropsis oculata foram maiores quando cultivadas sob luz azul em comparação 
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com outros espectros de luz testados (verde, branco e vermelho). Segundo Teo et al. 

(2014) aumento de ETR pode ocorrer por aumento da atividade da enzima Rubisco, que 

em nosso experimento teria sido ocasionada pelos fótons da luz azul e da luz vermelha. 

Por serem comprimentos de onda específicos e de alta absorção pela clorofila, isso resulta 

em maior estímulo das reações fotossintéticas na cadeia de transferência de elétrons e um 

aumento na atividade fotossintética, representada pela ETRmax e pelo Φ’M. Isso pode 

acontecer porque a luz azul ou vermelha ativa o PSII das células de microalgas de forma 

mais eficaz quando comparado com outros espectros (YUAN et al., 2020). Ainda, de 

acordo com Abomohra et al. (2019) a luz vermelha é absorvida de forma mais eficiente 

pelas moléculas de clorofilas a em comparação com outros espectros de luz. 

Os valores de Ek são comumente usados como indicador do estado de 

fotoaclimatação de microalgas (SERÔDIO et al., 2005). A variação observada para os 

valores de Ek, que acompanhou os de ETRmax e manutenção do , indicam que as 

células adaptaram-se às condições de cultivo, quais sejam, cobre, luz azul e luz vermelha. 

A variação do Ek ocorre para que as células possam manter um equilíbrio entre a captura 

de energia fotossintética e a capacidade do sistema fotossintético em processar essa 

energia (FALKOWSKI; RAVEN, 1997).  

 

CONCLUSÕES 

 

Do presente estudo, concluímos que para Kirchneriella aperta a luz azul 

promoveu maior rendimento de biomassa seca, clorofila a e produtividade específica de 

proteínas, enquanto a luz vermelha aumentou a atividade antioxidante. O cobre, na 

concentração de 3x10-9 mol L-1, estimulou a síntese de carboidratos e de lipídios. 

De todos os tratamentos, o maior rendimento de biomassa algal foi obtido na luz 

azul, seguido pela luz vermelha, mesmo a taxa de crescimento em fase exponencial tendo 

sido similar em todos os tratamentos. 

Em relação aos parâmetros fotossintéticos, os tratamentos isolados, cobre, luz azul 

e luz vermelha em geral, aumentaram a taxa de transporte de elétrons máxima e a 

irradiância saturante, além do rendimento quântico efetivo. A eficiência de absorção de 

luz e eficiência de conversão da energia fotossintética, que juntos são representados pelo 

coeficiente de inclinação da RLC () manteve-se constante independente das condições 

às quais K. aperta foi submetida. 
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Finalizamos que as estratégias de manipulação bioquímica em microalgas, como 

estímulo por metais e/ou qualidades de luz juntamente com a compreensão das respostas 

fisiológicas e bioquímicas podem ser usadas para redirecionar o metabolismo com foco 

na produção de biocompostos de interesse.  
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5. Capítulo 4- Cultivo de Chlorella fusca em escala ampliada: 

caracterização fotossintética e bioquímica. 

 

RESUMO 

 

As microalgas, que geralmente são cultivadas em biorreatores, podem sintetizar 

biomoléculas de alto valor agregado para diversos setores produtivos. Para poder aumentar a 

biomassa e a produção de compostos bioativos em fotobiorreatores é necessário entender e 

aumentar a eficiência fotossintética e absorção de luz em microalgas. Nosso objetivo foi avaliar 

a fotofisiologia e a composição bioquímica de Chlorella fusca cultivada em reator tipo raceway 

de 250 L montado em casa de vegetação. O cultivo, em meio BBM, durou 120 h e a atividade 

fotossintética foi monitorada continuamente em condições de casa de vegetação (irradiância 

natural), bem como por medidas discretas a cada 24 h em laboratório tendo luz vermelha como 

luz actínica. Os teores de proteínas, carboidratos, lipídios, carotenoides, compostos fenólicos e 

atividade antioxidante foram medidos a cada 24 horas. Os resultados mostraram que o rendimento 

de biomassa algal foi de 0,45 g L-1 em 120 h. A taxa de transporte de elétrons (ETR) aumentou 

até 48 h, mas diminuiu drasticamente após 72 h. Não foram encontradas correlações entre a 

capacidade fotossintética das células com base na ETR relativa estimada sem o uso do coeficiente 

de absorção de luz (α) e biocompostos. No entanto, quando a ETR foi calculada considerando o 

coeficiente de absorção que aumentou com o tempo de cultivo, a fotossíntese foi positivamente 

correlacionada com densidade celular, biomassa, biocompostos e atividade antioxidante. O 

monitoramento contínuo da fotossíntese no raceway mostrou que os valores máximos de ETR, 

por volume, sob radiação solar são maiores (10-160 µmol m-3 s-1) do que sob condições de 

laboratório em laboratório (5-45 µmol m-3 s-1). Considerando o acúmulo de biomoléculas, o maior 

teor de proteínas, carboidratos e lipídios foi encontrado na fase estacionária. Os carotenoides 

totais aumentaram ~3 vezes na fase estacionária, uma condição em que a clorofila a diminuiu. 

Além disso, os compostos fenólicos e a atividade antioxidante foram correlacionados 

positivamente e apresentaram alto rendimento com aumento de 200% em relação ao primeiro dia 

de cultivo. Demonstramos a importância de considerar a absorção de luz para expressar a 

capacidade fotossintética. Nossos resultados mostraram que C. fusca pode produzir em curto 

prazo compostos bioativos interessantes como polifenóis, proteínas e lipídios diretamente 

correlacionados às condições fotossintéticas. 

Palavras-chave: Compostos bioativos; Cultivo larga escala; Biotecnologia; Microalga 
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INTRODUÇÃO 

 

Microalgas são organismos promissores para a produção de biocompostos com 

diversas propriedades. O gênero Chlorella (Chlorophyta) é excepcional porque além de 

sua robustez, apresenta alta taxa fotossintética e produtividade de biomassa. Seu uso para 

alimentos, rações, cosméticos, biocombustíveis, bioenergia e bioprodutos já foi proposto 

(ASHOKKUMAR; RENGASAMY, 2012; DEMIRBAS, 2011; MASOJÍDEK et al., 

2011).  

A biomassa de microalgas é rica em proteínas, minerais, pigmentos, enzimas, 

açúcares, lipídios com ácidos graxos valiosos, esteróis, vitaminas (β-caroteno, tiamina, 

riboflavina, niacina, ácido pantotênico, piridoxina, biotina, ácido fólico) antioxidantes e 

compostos fenólicos (ARIEDE et al., 2017; OLAIZOLA, 2000). Todas essas 

características metabólicas desempenham um papel crescente como fonte biotecnológica 

de produtos farmacêuticos e cosméticos (moléculas bioativas com novos modos de ação), 

nutracêuticos (alimentos funcionais, probióticos, antioxidantes) e biocombustíveis 

(NIEMCZYK et al.,2018). 

As microalgas são conhecidas por terem alta eficiência fotossintética, crescimento 

rápido e tolerância a condições ambientais variadas (MUJTABA et al., 2012). A medição 

do desempenho fotossintético de microalgas é de grande importância e permite a 

compreensão detalhada da produção de biomassa em microalgas. Nesse contexto, a 

fluorometria modulada em amplitude de pulso (PAM) é uma técnica bem estabelecida 

para esse fim (SCHREIBER, 2007; SURESH KUMAR et al., 2014). Com base na 

fluorescência variável da clorofila a in vivo emitida principalmente pelo fotossistema II 

(PSII), a fluorometria PAM é um método rápido, sensível e não invasivo de detecção 

fisiológica de células (CAMARGO et al., 2021; LOMBARDI; MALDONADO, 2011). 

A capacidade fotossintética é estimada a partir da fluorescência da clorofila a in 

vivo como taxa de transporte de elétrons (ETR). Na literatura, pode ser expresso como 

taxa de transporte relativa (rETR) sem a consideração da absorção de luz ou como taxa 

absoluta de transporte de elétrons (aETR) ou simplesmente ETR. Anteriormente, havia 

sido documentado que tanto em microalgas quanto em macroalgas, que seria importante 

expressar a taxa de transporte de elétrons usando o coeficiente de absorção de luz 

(FIGUEROA; CONDE-ÁLVAREZ; GÓMEZ, 2003; JEREZ et al., 2016a) para 

relacionar ao carbono assimilado (KROMKAMP et al., 2008; KROMKAMP; FORSTER, 

2003) e a produtividade de biomassa (JEREZ et al., 2016b). Neste estudo, comparamos a  
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rETR quanto para aETR para inferir sobre o melhor estimador de capacidade 

fotossintética. Também comparamos a ETR sob condição ex situ (medições dentro do 

laboratório) com a medição discreta sob condição de laboratório usando luz artificial com 

a ETR medida na  cultura in situ (casa de vegetação ou campo) (FIGUEROA et al., 2021; 

JEREZ et al., 2016b). 

Utilizamos a microalga Chlorella fusca (Chlorophyta), um gênero de particular 

interesse em biotecnologia, pois sua biomassa possui alto teor de proteína com excelentes 

proporções de aminoácidos essenciais e compostos bioativos (BASHAN et al., 2016; 

KOTRBÁČEK; DOUBEK; DOUCHA, 2015), além de sua robustez relacionada ao 

sucesso de cultivo do gênero em fotobiorreatores abertos como thin-layer e tanques 

raceway  (JEREZ et al., 2016b; MASOJÍDEK et al., 2011, 2021). Na produção em larga 

escala é necessário conseguir biomassa suficiente tanto para obter biomoléculas úteis 

quanto para obter ótimo custo/benefício para o sistema de produção (ARIEDE et al., 

2017).  

Biorreatores tipo raceway são utilizados para tal finalidade devido ao seu baixo 

custo (PULZ; GROSS, 2004), porém não são os melhores produtores de biomassa. Assim, 

aumentar sua produtividade de biomassa é essencial. Isso exige melhoria na eficiência 

fotossintética e absorção de luz. Neste estudo, discutimos e comparamos medidas 

relacionadas à fotossíntese (rendimento fotossintético e ETR) da cultura, em tempo real, 

com dados de laboratório para culturas de Chlorella fusca. Além disso, o rendimento de 

biomassa, parâmetros fotossintéticos, pigmentos, lipídios, proteínas, carboidratos, 

compostos fenólicos e atividade antioxidante foram analisados durante o crescimento das 

algas. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Condições de cultura 

 

A microalga Chlorella fusca (BEA1005B, da Coleção Espanhola de Algas — 

BEA) foi mantida na unidade de cultura do laboratório de Fotobiologia e Biotecnologia 

de Organismos Aquáticos (Universidade de Málaga, Espanha).  

A manutenção da cultura foi realizada em Meio Basal de Bold (BBM) (BOLD, 

1949; BISCHOFF; BOLD 1963) modificado pela adição de 3 vezes mais NaNO3 do que 

a composição original. No laboratório, as culturas foram cultivadas em frascos de vidro 

de 10 L (Nalgene, EUA) contendo 10 L de meio de cultura. A cultura foi mantida sob 150 

µmol de fótons m-2 s-1 a 25 °C, e ciclo claro/escuro (12:12 h) e com borbulhamento de ar. 

A cultura em fase exponencial de crescimento foi transferida para um frasco, na casa de 

vegetação, com 60 L de meio e dele para um reator tipo raceway com capacidade de 780 

L contendo 250 L de meio de cultura. As células foram inoculadas na concentração de 

1×106 células mL-1. Os experimentos foram conduzidos por 120 h em casa de vegetação. 

 

Crescimento e determinação de biomassa 

 

As culturas foram monitoradas diariamente por contagens de células (célula mL-

1) em câmara de contagem de células Neubauer sob microscópio óptico (Lecia CME). A 

taxa de crescimento foi determinada por regressão linear do logaritmo natural da 

densidade celular versus tempo (dias) para o crescimento exponencial fase, com a 

inclinação correspondente à taxa de crescimento específica. Todos os cálculos 

matemáticos e plotagem dos dados foram realizados usando o software Igor Pro 

(Wavemetrics, EUA). 

A determinação do peso seco foi feita imediatamente após a inoculação (0 h), às 

24 h, às 72 h e na fase de crescimento estacionário (120 h). A produtividade da biomassa 

foi calculada de acordo com a seguinte equação: 

Produtividade da Biomassa= 
𝐵𝑓−𝐵𝑖

𝑡𝑓−𝑡𝑖
   (1) 

Onde, Bf e Bi significam biomassa final e inicial, respectivamente; tf e ti correspondem 

ao tempo final e inicial, respectivamente. 
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Determinação da fotossíntese usando fluorescência da clorofila a in vivo 

A secção transversal de absorção espectral de Chl in vivo das células de microalgas 

foi medida de acordo com Shibata et al. (1954) por um espectrofotômetro de duplo feixe 

(Shimadzu UV-2600) utilizando cubetas de 1 cm em meio BBM fresco para obter uma 

densidade óptica entre 0,1 e 0,8. Para minimizar o impacto do efeito de dispersão da luz 

das superfícies das células das algas, a cubeta foi colocada perto da janela do detector do 

fotomultiplicador e um difusor de luz foi colocado entre ela e a cubeta. As seções 

transversais de absorção específica da suspensão [a (λ), m-1] foram calculadas a partir das 

medições de absorção espectral (400-750 nm) de acordo com a seguinte equação. 

 

a (λ) = 2.303 × OD (λ) × 100    (2) 

 

O rendimento quântico máximo (Fv/Fm) foi determinado de acordo com 

SCHREIBER; SCHLIWA; BILGER (1986) usando o fluorômetro Mini-PAM (Walz 

GmbH, Alemanha). Uma alíquota de 3 mL foi retirada das culturas e exposição a 15 min 

para aclimatação ao escuro; curvas rápidas de luz (RLC) foram realizadas. Após uma 

medição inicial quase escura (~1,5 μmol fótons m-2 s-1) para fornecer estimativas de 

fluorescência mínima (Fo), um flash de saturação de 0,8 s com intensidade de 4000 μmol 

fótons m-2 s-1 foi aplicado para obter fluorescência máxima a partir de centros de reação 

PSII (Fm) totalmente reduzidos, e Fv/Fm foi obtido, usando a equação: 

 

𝐹𝑣 = 𝐹𝑚 − 𝐹𝑜      (3) 

 

O rendimento quântico efetivo de PSII [Y(II)] de algas sob diferentes luzes 

actínicas foi calculado pela equação (4) de acordo com Genty; Briantais; Baker (1989), 

que é equivalente a ΔF/Fm' (KROMKAMP; FORSTER, 2003).  

 

𝑌(𝐼𝐼) = 𝐹𝑚′𝐹𝑡/𝐹𝑚′     (4) 

 

Onde Fm' é a fluorescência máxima na luz induzida por um pulso de saturação e Ft, a 

fluorescência sob luz actínica. 

O fluorômetro Junior PAM (Walz GmbH, Alemanha) foi usado para medições in 

situ/on-line, ou seja, medidas dentro da cultura. Os dados da fluorescência da clorofila a 
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in vivo foram registrados a cada 15 minutos ao longo do dia usando análise de pulso de 

saturação de dissipação da fluorescência. A fibra óptica plástica (100 cm, 1,5 mm de 

diâmetro) foi submersa nos primeiros 5 mm da coluna de água na superfície da cultura, 

juntamente com um sensor quântico PAR esférico (US-SQS, Walz GmbH, Alemanha). 

Esses dois sensores forneceram simultaneamente medições de fluorescência da clorofila 

a in vivo e irradiância de PAR, respectivamente, conforme descrito anteriormente (JEREZ 

et al., 2016; MASOJÍDEK et al., 2021). A luz actínica e o pulso de saturação de luz foram 

fornecidos por diodos emissores de luz azul. 

Além disso, Y(II) foi determinado de modo ex-situ (em laboratório) usando a luz 

actínica vermelha fornecida por Water PAM (Walz GmbH, Alemanha). Y(II) foi usado 

para calcular a taxa relativa de transporte de elétrons de PSII [ETR(II)], conforme 

mostrado na equação (5). 

 

𝑟𝐸𝑇𝑅(𝐼𝐼) = 𝑌(𝐼𝐼)𝑥𝐸𝑃𝐴𝑅(µmol elétrons 𝑚−2s−1)   (5) 

 

sendo EPAR a irradiância incidente de PAR (radiação fotossinteticamente ativa, λ=400–

700 nm). 

 

As curvas rápidas de luz (RLC) foram obtidas em laboratório a partir de culturas 

de 24, 48, 72, 96 e 120 h usando o fluorômetro MiniPAM. (Walz GmbH, Alemanha) Para 

isso, irradiâncias crescentes de radiação actínica fotossinteticamente ativa (PAR) foram 

aplicadas às amostras em intervalos regulares (30 s). As curvas foram ajustadas de acordo 

com o modelo matemático proposto em Eilers; Peeters (1988). Os seguintes parâmetros 

foram determinados: (1) Eficiência fotossintética representado pela inclinação inicial da 

função ETR versus irradiância (αETR), irradiância de saturação (Ek), e taxa de transporte 

de elétrons máxima (ETRmax). 

 

Análise elementar 

 

Os conteúdos intracelulares de carbono e nitrogênio foram determinados com um 

analisador elementar LECO CHNS 932, através da combustão da amostra. 
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Análises bioquímicas 

Os carboidratos, proteínas, lipídios totais, pigmentos, atividade antioxidante e 

compostos fenólicos foram determinados 24, 48, 72, 96 e 120 h. As biomoléculas foram 

determinadas como descrito abaixo. 

 

Carboidratos totais 

Os carboidratos totais na biomassa de algas foram determinados de acordo com 

Dubois et al. (1956). É baseado no método fenol-ácido sulfúrico com glicose como padrão 

para a curva de calibração. As amostras de cultura (5 mg) foram pesadas; foi adicionado 

ácido sulfúrico e mantido em banho-maria a 100°C por 1 hora; depois foi adicionado 

fenol e os carboidratos foram determinados a 490 nm usando um espectrofotômetro 

(UVMini-1240 Shimadzu, Columbia, EUA). 

 

Proteínas solúveis  

O método de Bradford (BRADFORD, 1976) foi usado para determinação de 

proteínas na biomassa de C. fusca. As amostras de cultura (20 mg) foram pesadas. A 

extração da proteína foi realizada pela adição de tampão fosfato 0,1 M na biomassa e foi 

mantida refrigerada por 24 horas. 

  Uma alíquota de 50 μL desta amostra digerida reagiu com 780 μL de tampão 

fosfato e 200 μL de Coomassie Brilliant Blue. Um espectrofotômetro (UVMini-1240 

Shimadzu, Columbia, USA) foi utilizado para a medição da absorbância em 595 nm; o 

teor de proteína foi determinado contra uma curva de calibração feita com padrão de 

albumina bovina (Sigma). 

 

Lipídios 

Os lipídios totais foram determinados seguindo a metodologia descrita em Folch; 

Lees; Stanley (1957), na qual clorofórmio: metanol (2:1) com 0,01% de BHT foi 

adicionado a 50 mg de biomassa seca. Após o procedimento de extração, foi adicionado 

2 mL de KCl. As amostras foram centrifugadas, os resíduos orgânicos foram removidos 

e as amostras foram transferidas para um tubo previamente seco e pesado, em seguida as 
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amostras foram secas com nitrogênio; após o processo, o tubo foi pesado e os lipídios 

totais foram determinados pela equação:  

%𝑙𝑖𝑝í𝑑𝑖𝑜𝑠 = g lipídios /g amostra *100     (5) 

 

Pigmentos 

A concentração de clorofila a e carotenoides totais foram determinados de acordo 

com Wellburn (1994). As amostras foram filtradas em membranas de vidro, na qual foram 

colocadas em frascos com 3 mL de acetona. Os pigmentos foram determinados em 480, 

663 e 646 nm usando um espectrofotômetro (UVMini-1240 Shimadzu, Columbia, EUA). 

 

Atividade antioxidante (ABTS) e compostos fenólicos 

Extratos alcalinos da biomassa foram feitos para extrair compostos fenólicos e 

para a atividade antioxidante. Os extratos foram preparados a uma concentração de 10 

mg mL-1 na qual foi adicionado carbonato de sódio à água, utilizada como solvente. As 

amostras foram mantidas em banho-maria por 1:30 horas a 85°C. Os detritos celulares 

foram removidos por centrifugação a 2000 rpm por 10 min; o sobrenadante foi separado 

e os compostos fenólicos e a atividade antioxidante foram determinados. 

Os compostos fenólicos foram determinados pelo método de Folin; Ciocalteau 

(1927). A concentração dos compostos fenólicos foi determinada por uma curva de 

calibração feita com equivalentes de floroglucinol (PGE). Os compostos fenólicos foram 

determinados a 760 nm usando um espectrofotômetro. 

A atividade antioxidante foi determinada pelo radical ABTS, seguindo o método 

descrito por RE et al. (1999). 50 µL de amostra foram adicionados a 10 µL de ABTS e 

940 µL de tampão fosfato e analisados a 727 nm usando um espectrofotômetro (UVMini-

1240 Shimadzu, Columbia, EUA). 

 

Análise estatística 

O programa IGOR Pro 5.04 foi usado para a representação gráfica; para ajustar as 

RLC foi usado o software Solver Excel. As análises estatísticas (one-way ANOVA) foram 

realizadas usando o Minitab 17. A análise de correlação foi feita seguindo a correlação 

de Pearson. 
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RESULTADOS 

 

 

Os parâmetros de crescimento obtidos para Chlorella fusca são mostrados na 

Figura 1. Observamos que o crescimento da fase estacionária começou após quatro dias 

(96 h) (Fig. 1a) e atingiu ~ 1,6 x 107 células mL-1 e dobrou sua biomassa seca (~ 0,45 g 

L-1) em relação ao inicial (p<0,05; Fig. 1b). A taxa de crescimento foi de 0,72 ± 0,06 d-1 

e a produtividade de biomassa durante os 5 dias de cultivo foi de 0,06 g L-1 d-1. 

 

 

A Figura 2 mostra que o rendimento quântico máximo (Fv/Fm) variou de ~ 0,77 

a 0,70. O menor valor de Fv/Fm ocorreu na fase estacionária (p<0,05), o que pode estar 

relacionado ao fechamento dos centros de reação do PSII, pois foi detectada uma 

diminuição na taxa relativa de transporte de elétrons (Fig. 3a). 

A Tabela 2 mostra as correlações dos parâmetros investigados. Aqui destacamos 

que Fv/Fm apresentou correlação negativa com a densidade celular (r2=-0,917).  

Figura 1. Parâmetros de crescimento de Chlorella fusca. a Ln densidade celular (células mL-1) em função do 

tempo experimental (dias); b. Peso seco (g L-1) como tempo (h). As barras de erro representam o desvio padrão 

da média (n = 3). 
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Na Figura 3, o rETR máximo é apresentado. Ela variou ao longo do tempo de 

cultivo, com maior valor em 48 h (Fig. 3a, 3b) e menor em 120 h (p<0,05). A mesma 

tendência observada para rETRmax esteve presente na eficiência fotossintética (ETR), 

conforme mostrado na Fig. 3c. A irradiância de saturação (Ek) foi semelhante de 24 a 72 

h de cultivo (120-130 µmol fótons m-2s-1), mas diminuiu em 120 h de cultivo (Fig. 3d, p< 

0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Rendimento quântico máximo de Chlorella fusca em 

função do tempo experimental. 
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A Figura 4 mostra RLC e ETR para a mesma cultura, mas agora considerando a 

absorção de luz para estimativa de ETRmax. Diferentemente dos dados apresentados na 

Fig. 3, o ETR máximo aumentou ao longo do tempo de cultivo (Fig. 4a, b), variando de 

4,6 a 146 x103 µmol fótons m-3 s-1 (Fig. 4b). Esse comportamento pode estar relacionado 

à densidade celular, pois há uma correlação positiva de 0,952 (p<0,05; Tabela 2) entre 

esse parâmetro e a densidade celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. a. Curvas rápida de luz (RLC) em culturas de 24 h (círculo aberto), 48 h (quadrado 

aberto), 72 h (triângulo aberto) e 120 h (ampulheta aberta) representadas como taxa relativa de 

transporte de elétrons (rETR) em função de fotossinteticamente radiação ativa (PAR); b. 

ETRmax (elétrons µmol m-2 s-1); c. (µmol de elétrons m-2 s-1 [µmol de fótons m-2 s-1]-1); d. Ek 

em função do tempo experimental. 
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Os ciclos diários de ETR calculados usando os valores de rendimento quântico 

efetivo in situ (YII) e irradiância in situ (PAR) dentro da cultura são relatados na Figura 

5. A medição em tempo real mostrou que PAR e ETR correlacionaram-se positivamente, 

uma vez que o aumento da intensidade da luz resultou em aumento da ETR. Além disso, 

o PAR máximo foi de 115 µmols fótons m–2 s–1, enquanto o rETR atingiu 60 µmols de 

elétrons m–2 s–1 e Y(II) variou de 0,2 a 0,5 (Fig. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 4. (a) Curvas rápida de luz (RLC) em culturas de 24 h (círculo aberto), 48 h (quadrado 

aberto), 72 h (triângulo aberto) e 120 h (ampulheta aberta) representadas como taxa relativa de 

transporte de elétrons (ETR) em função da radiação fotossinteticamente ativa (PAR); (b) ETRmax 

(103µmol de elétrons m-3 s-1) em função do tempo experimental. 
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A composição bioquímica e a análise elementar são mostradas na Tabela 1. 

Observamos que para as células em crescimento exponencial (24 h a 72 h), a concentração 

de compostos bioquímicos foi quase constante, mas aumentou significativamente (p 

<0,05) em 120 h (crescimento estacionário). Sem crescimento ativo, as células 

acumularam biomoléculas. As proteínas triplicaram, enquanto os carboidratos totais 

aumentaram ~ 2,5 vezes e os lipídios totais ~ 4 vezes em comparação com células em 

crescimento ativo. 

Durante a fase de crescimento exponencial, a concentração de compostos 

fenólicos foi constante em cerca de ~5 mg PGE g DW-1, mas aumentou significativamente 

para 13 mg PGE g DW-1, na fase estacionária (~ 3 vezes maior, p <0,05). Considerando 

a atividade antioxidante, ela aumentou à medida que a cultura envelheceu. Em 

comparação ao controle, foi 1,5 vezes maior às 72 h e 3 vezes maior às 120 h (p<0,05). 

Figura 5. Variação diária do rendimento quântico efetivo (YII), taxa relativa de transporte de elétrons 

(rETR) expressa como µmol de elétrons m-2 s-1 e Irradiância fotossintética ativa (PAR) expressa como 

µmol de fótons m-2 s -1 em Chlorella fusca crescendo em raceway em condições de casa de vegetação. 
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Os compostos fenólicos e a atividade antioxidante estão fortemente correlacionados, 

conforme mostrado na Tabela 2. 

A composição elementar mudou em função do tempo experimental. O teor de 

carbono aumentou cerca de 54% na biomassa de C. fusca em 120 h de cultivo, enquanto 

o nitrogênio diminuiu cerca de 24% no mesmo período. 

Em relação aos pigmentos, a maior concentração de clorofila a foi obtida em 72 h 

de cultivo (13 µg mL-1), diminuindo 46% a partir de então (p<0,05). Por outro lado, os 

carotenoides totais aumentaram ~3 vezes (p<0,05) em 120 h. A concentração de clorofila 

a foi inversamente proporcional às proteínas totais, carboidratos, lipídios, compostos 

fenólicos e atividade antioxidante, enquanto os carotenoides totais se correlacionaram 

positivamente com esses compostos, mas não com a clorofila a, conforme mostrado na 

Tabela 2. 

A Tabela 2 mostra a análise de correlação múltipla. Foi obtida uma correlação 

positiva (p<0,05) entre densidade celular e biomassa com o conteúdo da maioria dos 

parâmetros bioquímicos como carotenoides, carboidratos, lipídios, compostos fenólicos, 

proteínas e atividade antioxidante. A correlação entre os parâmetros de fluorescência 

como rendimento quântico máximo (Fv/Fm), , Ek e os compostos bioquímicos foi 

negativa, porém ETRmax máxima e tais compostos foram correlacionados positivamente 

(Tabela 2). Assim, densidade celular, biomassa, carotenoides, carboidratos, lipídios, 

compostos fenólicos e atividade antioxidante foram correlacionados negativamente com 

Fv/Fm e eficiência fotossintética (α). Densidade celular, biomassa, compostos fenólicos, 

lipídios, atividade antioxidante foram correlacionados positivamente com ETRmax. Por 

fim, carboidratos, proteínas, compostos fenólicos, lipídios e atividade antioxidante foram 

negativamente correlacionados com Ek. A atividade antioxidante foi positivamente 

correlacionada com todas as biomoléculas, exceto clorofila a (Tabela 2). 
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                                      Tabela 1- Composição bioquímica de Chlorella fusca em diferentes tempos experimentais.  

Parâmetros  0 h 24h 72h 120h 

 

Proteínas totais (µg mg DW-1) 112.26 ±15.30b 127.31± 38.75b 137.22 ±36.67b 365.93 ±25.43a 

 

Carboidratos totais (µg mg DW-1) 10.14 ±0.50b 8.32 ± 2.21b 11.83 ±0.65b 22.32 ±0.37a 

Lipidios totais (% DW) 3.30 ±0.46b 3.83 ±0.33b 4.62 ±0.23b 11.96 ±1.54a 

Clorofila a (mg L-1) 9.0 ±0.107b 9.4 ± 0.86b 13.64 ±0.43a 7.25 ±0.35c 

Carotenoides totais (mg L-1) 2.70 ±1.37c 2.32 ± 1.26b 4.34 ±1.55ab 7.0 ±0.11a 

Atividade antioxidante (mg Trolox g 

DW-1) 
2.33 ±0.10c 2.77 ± 0.19c 3.87 ±0.31b 6.30 ±0.29a 

Compostos fenólicos (mg PGE g DW-1) 4.48 ± 0.15b 5.84 ± 0.03b 5.80 ± 0.14b 13.01 ± 1.56a 

Nitrogenio (%) - 7.05 ± 0.32 5.08 ± 0.15 5.30 ± 0.42 

Carbono (%) - 15.30 ± 0.94 17.52 ± 0.21 33.42 ± 2.7 
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 Clorofila a Densidade 

celular 

Carotenoides Carboidratos Proteínas Compostos 

fenolicos 

Atividade 

antioxidante 

Lipídios Biomass

a 

Fv/Fm ETRmax EK 

Densidade 

Celular 

0.049 

0.879 

           

Carotenoides 0.212 

0.508 

0.833 

0.001 

          

Carboidratos -0.302 

0.340 

0.871 

0.000 

0.841 

0.001 

         

Proteinas -0.232 

0.468 

0.806 

0.002 

0.805 

0.002 

0.919 

0.000 

        

Compostos 

Fenolicos 

-0.263 

0.410 

0.823 

0.001 

0.758 

0.004 

0.914 

0.000 

0.955 

0.000 

       

Atividade 

antioxidante 

-0.121 

0.708 

0.956 

0.000 

0.822 

0.001 

0.923 

0.000 

0.892 

0.012 

0.902 

0.000 

      

Lipidios -0.279 

0.380 

0.847 

0.001 

0.786 

0.002 

0.926 

0.000 

0.900 

0.004 

0.900 

0.000 

0.950 

0.000 

     

Biomassa 0.159 

0.622 

0.968 

0.000 

0.754 

0.005 

0.765 

0.004 

0.700 

0.011 

0.722 

0.008 

0.885 

0.000 

0.745 

0.005 

    

Fv/Fm -0.298 

0.347 

-0.917 

0.000 

-0.648 

0.023 

-0.647 

0.023 

-0.565 

0.055 

-0.626 

0.054 

-0.840 

0.001 

-0.690 

0.013 

-0.965 

0.000 

   

ETRmax -0.022 

0.946 

0.952 

0.000 

0.791 

0.002 

0.876 

0.000 

0.870 

0.000 

0.882 

0.001 

0.965 

0.000 

0.893 

0.000 

0.939 

0.000 

0.602 

0.038 

  

Ek 0.497 

0.100 

-0.441 

0.151 

-0.565 

0.055 

-0.749 

0.005 

-0.760 

0.004 

-0.722 

0.008 

-0.635 

0.026 

-0.711 

0.010 

-0.252 

0.430 

0.154 

0.634 

0.431 

0.162 

 

α -0.243 

0.447 

-0.832 

0.001 

-0.687 

0.430 

-0.742 

0.006 

-0.585 

0.046 

-0.564 

0.056 

-0.721 

0.008 

 

-0.580 

0.048 

-0.814 

0.002 

0.732 

0.007 

0.930 

0.000 

0.252 

0.430 

Tabela 2- Matriz de correlação para os parâmetros estudados de Chlorella fusca. Símbolos: Fv/Fm: rendimento quântico máximo; Ek: 

irradiância de saturação; ETRmax: taxa relativa máxima de transporte de elétrons; α: eficiência fotossintética. 
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DISCUSSÃO 

As microalgas têm despertado muito interesse para a produção de alimentos, 

compostos bioativos, biocombustíveis, cosméticos, fixação biológica de CO2, tratamento 

de efluentes, e para a aquicultura (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010), neste 

contexto, o cultivo de microalgas em larga escala tem sido cuidadosamente estudado 

principalmente em reatores tipo raceway para aplicação industrial devido à sua facilidade 

de operação e construção (UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008). Atualmente, a 

produção fotoautotrófica tem sido visto como uma técnica economicamente viável para 

a produção em larga escala de biomassa de algas (BOROWITZKA, 2013). Neste estudo, 

obtivemos a concentração de biomassa de 0,45 g L-1 em 5 dias, enquanto De Bhowmick 

et al. (2014) obtiveram 0,37 g L-1 ao longo de 12 dias, e 1,1 g L-1 após 20 dias quando 

cultivaram Chlorella variabilis em 150 L em reator raceway; Ramírez-López; Perales-

Vela; Fernández-Linares (2019) cultivando Chlorella vulgaris UTEX 26, em raceway, 

observaram a maior concentração de biomassa de 0,34 g L−1, no oitavo dia de cultivo da 

microalga.  

A taxa de crescimento específico (d-1) influenciou na biomassa seca obtida. 

Observamos que C. fusca apresentou taxa de crescimento de 0,72 d-1, superior ao 

observado por De Bhowmick et al. (2014) que mostraram uma taxa de crescimento 

específica de 0,04 a 0,43 d-1 para C. variabilis que variou em função da temperatura e da 

estação de cultivo. 

A produtividade de biomassa para C. fusca foi inferior à observada por Tang et al. 

(2011) esses autores relataram produtividade máxima de biomassa de 0,144 g L-1 d-1 para 

C. pyrenoidosa SJTU-2 quando cultivada sob 10% CO2 em 14 dias. Ho; Chen; Chang 

(2012) relataram que a produtividade de biomassa de seis linhagens de S. obliquus 

testadas variou de 0,217 a 0,441 ± 0,016 g L-1 d-1 sob iluminação contínua. Nesses 

experimentos, o CO2 foi introduzido continuamente nas culturas de algas, o que pode ter 

contribuído para a maior produtividade. 

Em relação ao perfil bioquímico (lipídios, proteínas e carboidratos), observamos 

que independente do dia da cultura, não houve diferença no conteúdo das biomoléculas 

durante a fase exponencial de crescimento (0-72 h), mas aumentaram na fase estacionaria 

(120 h). 

Para proteínas, C. fusca, no presente estudo, apresentou 36% em relação ao peso 

seco. Freitas et al. (2017) reportaram que C. minutíssima apresentou 19% de proteínas, 
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na fase estacionaria, quando cultivada em reator tipo raceway. Chlorella é considerada 

uma fonte de proteínas e seu conteúdo tem sido reportado variando de 20 a 70% 

(BECKER, 2007). Os diferentes valores podem estar relacionados as condições de 

crescimento em associação com a plasticidade fisiológica das microalgas.  

O aumento do teor de carboidratos na fase estacionária pode estar relacionado à 

limitação de nutrientes, em particular à carência de nitrogênio (DRAGONE et al., 2011). 

Em nosso estudo, a redução de 24% de nitrogênio na biomassa de 24 a 120 h pode ter 

contribuído para aumento de 2 vezes de carboidratos em 120 h. O teor de carboidratos de 

C. fusca está de acordo com o observado por Hanifzadeh; Garcia; Viamajala (2018). Esses 

autores observaram que C. sorokiniana produziu a maior concentração de carboidratos 

(20 mg DW-1) sob limitação de nitrogênio. De acordo com a literatura, depleção de 

nitrogênio leva ao aumento acentuado no teor de lipídios ou carboidratos das microalgas. 

Isso tem sugerido que o a limitação de nitrogênio favorece a transformação de proteínas 

ou peptídeos em lipídios ou carboidratos (HO et al., 2013; SIAUT et al., 2011). 

Chlorella fusca produziu 6 vezes mais lipídios que o observado por De Bhowmick 

et al. (2014) para Chlorella variabilis. Esses autores mostraram que a biomassa 

apresentou 2% (DW) de lipídios em 5 dias de cultivo em raceway. O acúmulo de lipídios 

está relacionado a condições estressantes como limitação de nutrientes (CHIA et al., 

2015; LOMBARDI; WANGERSKY, 1991), temperatura (BOHNENBERGER; 

CROSSETTI, 2014), estresse por luz  (SHARMA; SCHUHMANN; SCHENK, 2012) ou 

estresse por metal (CHIA et al., 2015) e redução da atividade do PSII (HE et al., 2015; 

XIA et al., 2015).  

Assim, dois fatores podem explicar o aumento de lipídios em C. fusca na presente 

pesquisa, menor % de N e menor atividade de PSII (menor ETR e Ek em células em fase 

estacionária). Isso é corroborado pelos coeficientes de correlação de 0,154-0,690 (Fv/Fm 

vs Ek) e -0,711 (lipídios vs Ek). 

A síntese de pigmentos como carotenoides e clorofilas são afetados pela 

intensidade da luz (LICHTENTHALER; BABANI, 2007), durante o nosso cultivo, 

registramos grande variação na intensidade da luz dentro da cultura e na duração do dia. 

A quantidade de clorofila a acumulada em 72 h (~13 mg L-1) é superior à obtida por 

Ashokkumar; Rengasamy (2012) para Botryococcus braunii (~1,5 mg L-1) cultivado em 

raceway durante 72 h. Embora se espere que o aumento da clorofila a ocorra sob menor 

intensidade de luz (DA SILVA FERREIRA; SANT’ANNA, 2017), o inverso foi 

detectado na presente pesquisa. Isso pode estar relacionado à redução da duração do dia 
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que foi muito menor do que os dias anteriores. Seyfabadi; Ramezanpour; Khoeyi (2011) 

relatou sobre o efeito da duração do dia no acúmulo de pigmento e mostrou o conteúdo 

máximo de clorofila a (13,25 mg L−1) foi atingido em 37,5 µmol de fótons m−2 s−1 e 

fotoperíodo de 16:8 h e quantidade mínima (7,4 μg mL−1) a 100 µmol de fótons m−2 s−1 e 

16:8 h. O menor teor de pigmento observado na fase estacionária pode estar relacionado 

à limitação de nutrientes, que sabidamente levou à diminuição dos pigmentos 

fotossintéticos. Embora tenhamos observado um declínio de 46% na clorofila a na fase 

estacionária (24% menos nitrogênio do que no início), precisaríamos de um período maior 

de limitação de nutrientes para relacionar a clorofila a esse declínio. Zhao et al. (2017) 

relataram a redução de 39% no teor de clorofila a após 20 dias de cultivo sem nitrogênio 

para Porphyridium cruentum. 

O aumento de carotenoides totais em detrimento da clorofila a durante a fase 

estacionária pode estar relacionado a um mecanismo de defesa à captação de luz para o 

processo de fotossíntese devido às condições de cultivo, onde a intensidade da luz era 

baixa e, provavelmente, ocorreu auto-sombreamento. A maioria dos carotenoides está 

ligado a proteínas integrais de membrana, associadas a complexos coletores de luz 

(LHCs), onde absorvem a luz em uma faixa mais ampla da região espectral e transferem 

a energia para a clorofila, iniciando os eventos fotoquímicos da fotossíntese (POLÍVKA; 

FRANK, 2010). Portanto, nossos resultados sugerem que diminuir a luz durante o cultivo 

pode aumentar os carotenoides intracelulares.  

A microalga Chlorella fusca produziu quase 6,0 mg L-1, enquanto Ashokkumar; 

Rengasamy (2012) observaram que B. braunii produziu ~2,0 mg L-1 após 6 dias de 

cultivo; Millán-Oropeza; Fernández-Linares (2017) relataram que Nannochloropsis 

oculata sintetizou 2 mg L-1 quando foi cultivado em raceway de 200 L sob condições de 

casa de vegetação; El-Sheekh et al. (2019) cultivaram Chlorella vulgaris sob condição de 

estresse em 1000 L e obtiveram 1,2 mg L-1 de carotenoides totais. Nossos resultados 

mostram que C. fusca pode ser uma espécie promissora para a produção de carotenoides 

em cultivo em larga escala. 

 Reforçamos aqui que, devido às condições naturais em que a cultura foi mantida, 

a duração do dia e a intensidade da luz variaram simultaneamente e é necessária uma 

investigação mais detalhada sobre a duração do dia e a composição bioquímica das 

microalgas para atribuir o comportamento a uma variável ou outra e entender a variação 

da qualidade da biomassa em culturas de larga escala. 
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De acordo com a literatura, a capacidade antioxidante da biomassa das microalgas 

variam entre as espécies e o tipo de solvente utilizado durante a extração (BULUT et al., 

2019), e extração alcalinas podem ser uma alternativa para melhorá-la. Chlorella fusca 

apresentou 6 mg DW-1 de atividade antioxidante, enquanto Li et al. (2007) observaram 

que as capacidades antioxidantes do extrato da fração de água de cepas de Chlorella 

variaram de 0,01 a 7,49 µmol Trolox g-1; C. fusca pode ser uma cepa promissora como 

fonte de antioxidantes. 

A análise dos compostos fenólicos de C. fusca (0,45 a 1,3 g PGE / 100g DW-1) 

concorda com a literatura. Agregán et al. (2018) observaram que Chlorella vulgaris 

apresentou 0,35 e 0,34 g PGE/100g DW-1. Investigando Chlorella vulgaris, 

Hajimahmoodi et al. (2010) e Goiris et al. (2012), mostraram que a maior concentração 

de conteúdo fenólico foi obtida em extratos aquosos, o que sugere que a água seja um 

solvente mais eficiente para essa finalidade. 

A alta correlação positiva entre a capacidade antioxidante e o conteúdo fenólico 

que obtivemos (r2=0,920) concorda com Jiménez-Escrig et al. (2001); eles observaram 

uma correlação significativa entre a atividade antioxidante e compostos fenólicos para 

espécies de algas marinhas. Similarmente, Hajimahmoodi et al. (2010) concluíram que os 

compostos fenólicos foram um dos principais contribuintes para as capacidades 

antioxidantes das microalgas. Contudo, nossos resultados vão na direção oposta de Li et 

al. (2007). Esses autores mostraram que a capacidade antioxidante e o conteúdo fenólico 

total de microalgas selecionadas (água como solvente) tiveram um coeficiente de 

correlação de 0,359. Com base em seu estudo, eles concluíram que os compostos 

fenólicos não foram os principais contribuintes para a capacidade antioxidante das 

microalgas. Ainda não está claro até que ponto os compostos fenólicos desempenham um 

papel na capacidade antioxidante. Mais estudos precisam ser realizados para validar a 

correlação entre compostos fenólicos e capacidade antioxidante em microalgas. 

Além disso, as propriedades antioxidantes do extrato de C. fusca pode estar 

relacionado aos carotenoides como mostrado pela correlação de 0,822. 

Informações em tempo real obtidas por monitoramento in situ sobre fotossíntese, 

como rendimento quântico efetivo, taxa máxima de transporte de elétrons e irradiância, 

em culturas são importantes para avaliar a fisiologia celular e prever o desempenho da 

cultura nos dias seguintes (JEREZ et al., 2016b). Como indicador do estado fisiológico 

das células (LOMBARDI; MALDONADO, 2011; PERALTA; JEREZ; FIGUEROA, 

2019), o rendimento quântico máximo de C. fusca sempre acima de 0,6 confirmou sua 
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condição saudável. No entanto, sua diminuição em 120 h sugere desequilíbrio do aparelho 

fotossintético, confirmado ainda pela rETRmax. Os parâmetros RLC ajudam a analisar 

os ajustes de curto prazo no funcionamento do aparelho fotossintético, incluindo a 

operação de mecanismos fotoprotetores e a incidência de fotoinibição (SERÔDIO et al., 

2006). Com maior densidade celular em 120 h, é provável que tenha ocorrido auto-

sombreamento na cultura e o aparato fotossintético se ajustou a essa nova condição, pois 

obteve-se uma correlação de 0,930 entre o coeficiente de absorção de luz (α) e rETRmax. 

No entanto, o teor de nitrogênio (25% inferior ao inicial) também diminuiu às 120 h. De 

acordo com Behrenfeld et al. (2004) e Lefebvre et al. (2012), mudanças acopladas em 

ETRmax e α são independentes da fotoaclimatação e provavelmente estão relacionadas 

a pigmentos, disponibilidade de nutrientes ou espécies. 

Por outro lado, se ETRmax é expresso considerando a absorção de luz e a fração 

de luz absorvida pelo fotossistema II, aETRmax aumentou com o tempo de cultivo, 

resultando em aumento na absorção de luz e YII. O padrão contrastante para rETR e aETR 

é um aspecto importante a ser considerado. Vários autores estimam a capacidade 

fotossintética de microalgas como rETR, mas nossos resultados confirmam que este pode 

não ser o melhor estimador. Este tópico foi investigado por Jerez et al. (2016) e Figueroa 

et al. (2021) que concluíram que o aETR pode ser mais apropriado. A literatura mostra 

que a rETR foi negativamente correlacionada com a densidade celular em contraste com 

a aETR, que foi relacionada ao crescimento (CELIS-PLÁ et al., 2021; JEREZ et al., 

2016b; MASOJÍDEK et al., 2021; REARTE et al., 2021). 

A constância em Ek ao longo do tempo pode estar relacionado à fotoaclimatação 

que pode ocorrer quando as células de algas estão sob condições ambientais subótimas, 

como disponibilidade de luz (SAKSHAUG et al., 1997). 

 

 

 

In situ vs Ex situ ETR  

Foram observadas diferenças marcantes entre rETR in situ e ex situ. Lembramos 

aqui que in situ rETR significa que foi determinada sob condições externas (luz solar 

natural), enquanto a determinação ex-situ rETR ocorreu sob condições controladas de 

laboratório tendo luz vermelha como luz actínica. Semelhante aos nossos resultados, 

Jerez et al. (2016) obtiveram rETR in situ 2 vezes maior que os valores ex situ, com forte 
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coeficiente de correlação (r2 = 0,97) para Chlorella fusca. Longstaf et al. (2002) 

apresentaram valores determinados de ETR in situ duas vezes maiores quando 

comparados com os ex situ.  

A diferença pode ser explicada pela qualidade espectral durante as medições de 

fluorescência in vivo, uma vez que a radiação solar apresenta espectros completos com 

qualidade de luz incluindo azul, verde, amarelo, vermelho e vermelho distante, enquanto 

na medição ex situ, as microalgas são expostas a uma luz vermelha, espectros fornecidos 

pelo fluorômetro durante a determinação de RLC. Sob radiação solar, não apenas a 

clorofila a, mas também os pigmentos acessórios são excitados e transferem fótons para 

as moléculas de clorofila a em maior extensão do que sob luz artificial actínica vermelha. 

Além disso, os resultados observados podem ser explicados por diferenças nos espectros 

de pulso de saturação que podem contribuir de forma diferente para afetar o fluxo de 

elétrons dos carotenoides para a clorofila a. Isso porque na medição ex situ a luz de 

saturação era vermelha enquanto na medição in situ era azul (CELIS-PLÁ et al., 2021; 

FIGUEROA et al., 2021).   

Apesar de suas vantagens, como medidas não intrusivas sob as condições de 

crescimento, o monitoramento in situ da fluorescência de Chl a in vivo (FIGUEROA et 

al., 2014) ainda não é uma prática comum, uma vez que medidas laboratoriais ainda 

prevalecem em culturas de microalgas. No presente estudo, a comparação da 

determinação in situ e ex situ ou off-line da rETR confirma a relativização dos valores da 

ETR e a cautela com que ela deve ser utilizada. 

 

 CONCLUSÕES 

 

A microalga Chlorella fusca mostrou-se adaptável às condições ambientais 

externas e revelou-se uma linhagem promissora para cultivo em larga escala. Entre os 

parâmetros relacionados à fotossíntese analisados, Fv/FM é importante para a detecção 

precoce de nuances fisiológicas, mas a informação mais sensível foi coletada de RLC, 

que refletiu alterações precoces nos centros de reação. Além disso, independentemente 

do período dentro da fase de crescimento exponencial, o conteúdo bioquímico não variou 

durante essa fase. Uma exceção a esse comportamento foi o pigmento clorofila a com 

maior concentração (13,64 mg L-1) em 72 h. Considerando proteínas, carboidratos, 

lipídios, carotenoides totais, compostos fenólicos e atividade antioxidante, a maior 
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produção foi detectada na fase de crescimento estacionário. C. fusca apresentou 

compostos fenólicos e antioxidantes expressivos sendo aqui indicada como uma boa 

espécie para a produção de compostos fotoprotetores. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A bioprospecção de microalgas torna-se uma ferramenta importante na busca de 

espécies como fonte de compostos interesses comerciais como carboidratos, proteínas, 

lipídios, pigmentos e outros compostos bioativos.  

No entanto, a produção de biomassa algal apresenta grandes desafios, implicando 

na elaboração de fotobiorreatores, como o proposto neste trabalho, para otimizar a 

produção e ampliar o cultivo de diferentes espécies. Fotobiorreator este que mostrou-se 

eficiente para o cultivo e produção de microalgas de diferentes espécies.  

Verificamos que é possível estimular a produção de compostos de interesse por 

meio da manipulação bioquímica utilizando-se de agentes físicos e químicos. 

O cultivo em larga escala exige que a espécie seja robusta para suportar as 

variações das condições ambientais durante o cultivo.  

Além disso, análises fotossintéticas realizadas em tempo real fornecem 

informações que podem ser uteis para prever o desempenho da cultura. 

Os presentes resultados fornecem informações relevantes sobre a fisiologia, 

fotossíntese e caracterização bioquímica de diferentes microalgas e destacam espécies 

potenciais para prosseguir sob investigação com objetivo de aplicações comerciais. Desse 

modo, este trabalho contribui significativamente com informações para a fisiologia e 

biotecnologia de microalgas.  
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