Impactos do Carbon Dot Krill A32 na

produtividade de biomassa da microalga
Chlorella sorokiniana (LBA#39)
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Resumo

Ha varios esforcos para tornar o cultivo de microalgas economicamente vidvel. Isso porque
esses organismos sao fontes de diversas biomoléculas de valor econémico, como lipidios, proteinas
e enzimas. Entretanto, ha desafios na producdo que dificultam a lucratividade da atividade. Alguns
estudos indicam que tratamentos com carbon quantum dots podem incrementar a produtividade
da biomassa microalgal produzida. Foram feitos trés experimentos com diferentes concentragoes
do Carbon Dot Krill A32, que foram aplicadas em cultivos com a microalga Chlorella sorokiniana
(LBA#39) para investigar os efeitos na producdo de biomassa. Um teste inicial foi feito em biorrea-
tores de 500 mL testando-se 500 pg/L e 500 ng/L da nanoparticula. O segundo foi uma varredura
em um volume de 1,5 L em que as concentragdes investigadas foram 10 mg/L; 1 mg/L; 500 ug/L;
100 pg/L; 10 pg/L; 1 ug/L e 500 ng/L da nanoparticula. O terceiro foi uma validagdo em reatores de
2 L utilizando concentracdes de 100 pg/L e 10 pg/L da nanoparticula. Os resultados da curva de cres-
cimento dos cultivos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Para os resultados
de biomassa seca, com o aumento do volume de cultivo, os incrementos foram progressivamente
menores e estatisticamente iguais ao controle. Os resultados sugerem que nas condi¢Ges estudadas
ndo ha incremento na produtividade da biomassa. S3o necessarias analises sobre a qualidade da
biomassa para melhor interpretacao do observado.

Termos para indexagao: carbon quantum dots, microalgas, biomassa.

Introdugao

A emergéncia climatica esta relacionada com o grande consumo de combustiveis fésseis, na
medida em que o aumento das emissdes de gases do efeito estufa, como o CO,, acarreta o aumen-
to da temperatura média global. Produtos com valor agregado ainda sdo muito dependentes de
derivados de petréleo e fontes ndo renovaveis. A procura por fontes alternativas e renovaveis de
insumos para a industria é imperativa. Nesse aspecto, biomassa de microalgas pode ser uma inte-
ressante alternativa, ja que as microalgas contém uma grande variedade de substancias de interesse
com as mais diversas aplicagcdes, como lipideos, carboidratos, pigmentos, antioxidantes, enzimas e
proteinas. Sendo assim, os microrganismos sdo considerados verdadeiras biorrefinarias, e podem
prover moléculas complexas sem a necessidade de procedimentos sintéticos ineficientes e dispen-
diosos de energia e de reagentes (Enzing et al., 2014).

Entre os beneficios do uso de microalgas, pode-se dizer: 1) que as emissdes de CO, podem ser
parcialmente compensadas pela fotossintese algal; 2) que ndo ha competicdo com terra aravel para
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alimentos; 3) que microalgas podem ser cultivadas em estruturas verticalizadas, ocupando area
inferior a culturas vegetais; e 4) que agua potavel pode ser preservada ao utilizar na cultura dgua
salgada ou residual (Schenk et al., 2008).

Apesar das vantagens, alguns gargalos precisam ser recuperados na cultura de microalgas para
viabilidade comercial. Cultivo, colheita e pds-tratamento de microalgas demandam muitos recursos
financeiros. A literatura indica que o preco da biomassa algal varia entre 5 €/kg e 1 €/kg, mas para a
viabilidade comercial. Portanto, precos abaixo de 1 €/kg devem ser obtidos (Fernandez et al., 2019).
Para a diminuir o custo da biomassa, aumentar a capacidade de producdo e diminuir o impacto do
preco dos nutrientes utilizados nos meios de cultivo, ha um nimero crescente de estudos que indi-
cam que o uso de pontos quanticos de carbono, carbon quantum dots, podem melhorar a qualidade
e a produtividade da biomassa de microalgas (Zhang et al., 2018). Esse material unidimensional,
de baixo custo, é fluorescente e pode realizar fenbmenos de superficie com sais ou membranas. A
interacdo desse tipo de material e desses microrganismos ainda precisa de muita elucidacdo. Nao
ha um consenso sobre se 0 modo de atuacdo das particulas é causado pelas propriedades 6ticas ou
por reacdes bioquimicas. Ainda também ndo ha descricdo das melhores maneiras de aplicacdo e de
guais nanoparticulas escolher.

A nanoparticula testada, o Carbon Dot Krill A32, foi desenvolvida em parceria com a
Universidade de Brasilia, a empresa Krilltech e a Embrapa. Essa tecnologia demonstrou resultados
positivos em plantas, os ensaios atestaram aumento de eficiéncia na fotossintese em cerca de 60%,
aumento na eficiéncia do uso de dgua em 50% e aumento da massa radicular em 50% (Rodrigues
et al., 2021). Para contribuir no entendimento da viabilidade de uso dessas particulas no cultivo de
microalgas, no presente trabalho foram avaliados diferentes tratamentos com o Carbon Dot Krill
A32 em diferentes dosagens em uma microalga (Chlorella sorokiniana LBA#39) e foram avaliados os
impactos na produtividade de biomassa.

Materiais e métodos

O preparo do pré-indculo da microalga C. sorokiniana Embrapa (LBA#39) foi feito em condicdes
estéreis, uma colbnia isolada da microalga foi adicionada a um reator de 2 L com meio BG-11, que
cresceu durante 14 dias com um fotoperiodo de 12 horas/12 horas e aeragdo de ar em um fluxo de
4 L/min antes de ser adicionada aos experimentos. O Carbon Dot Krill A32 concentrado em solugdo
foi fornecido pelo Laboratério de Inorganica e Materiais da Universidade de Brasilia em conjunto
com a Empresa Krilltech. Foi feita uma soluc¢do diluindo-se 100 vezes as nanoparticulas em agua,
que foi adicionada ao cultivo de acordo com a concentracao desejada.

Para o experimento de teste inicial, aproximadamente 250 mL do inéculo da microalga LBA#39
em 4,25 L de meio BG-11 foram distribuidos para nove reatores de 500 mL, resultando em um
volume de 500 mL por reator. O tratamento de cada concentracdo foi realizado em triplicata e foi
feito um controle em triplicata. Foram escolhidas para os cultivos as concentracdes de carbon dots
500 pg/L e 500 ng/L. Os reatores foram deixados sobre a aeracdo de 2 L/min de ar, sob um fotope-
riodo de 12 horas/12 horas. O cultivo durou 21 dias.

Para o experimento de varredura de concentracdes, foram adicionados aproximadamente 2 L
de inéculo da microalga LBA#39 em 34 L de meio BG-11, que foram depois distribuidos em 24 reato-
res, resultando em um volume de 1,5 L por reator. O tratamento de cada concentracdo foi realizado
em triplicata e foi feito um controle em triplicata. Foram escolhidas para os cultivos as seguintes
concentragdes de carbon dots: 10 mg/L; 1 mg/L; 500 pg/L; 100 ug/L; 10 pg/L; 1 ug/L e 500 ng/L. Os
reatores foram deixados sobre a aeracdo de 4 L/min de ar, sob um fotoperiodo de 12 horas/12 horas.
O cultivo durou 21 dias.
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Para o experimento de validacdo, foram adicionados aproximadamente 500 mL de inéculo da
microalga LBA#39 em 15,5 L de meio BG-11, que foram depois distribuidos em 16 reatores, resultando
em um volume de 2 L por reator. Todos os testes, assim como o controle, foram conduzidos em qua-
druplicata. Foram escolhidas para os cultivos as concentragcoes de carbon dots 100 pg/L e 10 pg/L. Os
reatores foram deixados sobre a aeracdo de 4 L/min de ar, sob um fotoperiodo de 12 horas/12 horas.
O cultivo durou 21 dias.

Periodicamente, durante os experimentos, o crescimento da microalga foi acompanhado pela
leitura de absorbancia em espectrofotémetro a 750 nm por meio da amostragem de 200 ulL de cada
cultivo. Ao final de cada cultivo, a colheita foi realizada por centrifuga¢do a 9.000 g por 5 minutos,
seguida de liofilizacdo para obtencdo da biomassa seca, que foi pesada para obter os dados de
produtividade.

Resultados e discussao

O crescimento da microalga nas condi¢des estudadas pode ser visualizado nas curvas de cres-
cimento retratadas na Figura 1.
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Figura 1. Curvas de crescimento da microalga Chlorella sorokiniana (LBA#39) com tratamento
de carbon dots em diferentes concentracGes nos diferentes experimentos.

Uma analise da Figura 1 indica que, independentemente do experimento, as absorbancias ob-
tidas sao muito semelhantes, sendo quase impossivel discernir uma curva de crescimento da outra.
De fato, a Analise de Variancia (ANOVA) com significancia de 0,05 realizada entre as absorbancias
em qualquer um dos experimentos ndao mostra diferenga estatisticamente significativa entre as con-
dicdes estudadas em qualquer um dos experimentos. Isso sugere que os tratamentos ndo impacta-
ram o crescimento do cultivo.
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A producdo da biomassa foi avaliada com base no peso seco de biomassa. Os dados de peso
seco estdao na Tabela 1, na Tabela 2 e na Tabela 3.

Tabela 1. Massas de peso seco de biomassa obtida no experimento de teste
inicial (* indica tratamento estatisticamente distinto do controle).

Média (g) 0,6275 0,7352° 0,7333°
Desvio Padrio (g) 0,0399 0,0209" 0,0475"

Tabela 2. Massas de peso seco de biomassa obtida no experimento de varredura de concentragdes.

Média (g) 1,1458 1,1938 1,1505 1,2057 1,3182 1,3068 11,1700 1,1529
Desvio padrdo (g) 0,0104 0,0762 0,0873 0,1339 0,0521 0,0567  0,0880 0,1568

Tabela 3. Massas de peso seco de biomassa obtida no experimento de validacao.

Média (g) 1,5051 1,5664 1,5638
Desvio padrédo (g) 0,1048 0,0196 0,0840

No experimento de teste inicial, a ANOVA de uma via indicou que houve diferenga estatis-
ticamente significativa entre as médias [F(2,6) = 7,973; p = 0,02]. O teste post-hoc de Diferenca
Significativa das Médias de Tukey com significancia de 0,05 indica que o controle é estatisticamente
distinto do grupo que contém o tratamento de 500 pg/L e de 500 ng/L nos biorreatores de 500 mL.
Esses resultados indicaram um incremento de biomassa nos tratamentos de aproximadamente 17%.

A partir dos dados promissores do primeiro experimento, foi feito o experimento de varredura
de concentra¢cdes em um volume maior: 1,5 L. O teste de homogeneidade das varidncias indicou
gue ndo seria possivel executar a ANOVA de uma via [p = 0,03 < 0,05]. Assim, foi realizada uma
ANOVA de uma via com correcdo de Welch, que indicou que as médias sdo estatisticamente dis-
tintas [F(7, 6,202) = 4,712; p = 0,037 < 0,05]. Apesar disso, o teste post-hoc de Games-Howell com
significancia de 0,05 ndo conseguiu separar grupos estatisticamente distintos. Ou seja, a expectativa
de que nas concentracdes de 100 pug/L e 10 pg/L houvesse ocorrido cerca de 15% de incremento
nao se mostrou estatisticamente significativa.

Para confirmar esse resultado, um terceiro experimento de validacdo foi realizado, com
mais replicatas e em volume maior ainda (2 L). O teste de homogeneidade das varidncias indicou
que ndo seria possivel executar a ANOVA de uma via [p = 0,006 < 0,05]. Assim, foi realizada uma
ANOVA de uma via com correcdo de Welch, que indicou que as médias ndo sao estatisticamente
distintas [F(2, 4,332) = 0,572; p = 0,602 > 0,05]. Ou seja, apesar de os dados obtidos mostrarem
aparente incremento na quantidade final de biomassa seca de aproximadamente 4%, em relagao ao
controle, a ANOVA mostrou que essa diferenca nao é estatisticamente significativa.

Conclusao

Os diferentes experimentos sugerem que o Carbon Dot Krill A32 ndo impacta a produtividade
de biomassa da microalga Chlorella sorokiniana (LBA#39) nas condic¢Oes realizadas. O incremento
no rendimento final de biomassa seca obtido no experimento inicial ndo foi confirmado nos experi-
mentos de varredura de concentracdes e de validacdo, o que demonstra a baixa reprodutibilidade
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do incremento de biomassa com o tratamento do Carbon Dot Krill A32 nos cultivos da microalga C.
sorokiniana. Uma possivel justificativa para esse fato foi o uso de volumes maiores de cultivo. Isso
foi feito para diminuir os erros experimentais de pipetagem e de amostragem, que sao mais repre-
sentativos em volumes menores.

Se por um lado ndo houve incremento no rendimento final de biomassa nos experimentos rea-
lizados em volumes maiores, a quantidade de biomassa final obtida nessas condi¢des permitird a
realizacdo de ensaios de caracterizacdo bioquimica dessas biomassas. Tratamentos com carbon dots
podem também resultar em alteracdo na qualidade da biomassa por desempenharem um efeito
bioquimico capaz de modular vias metabdlicas distintas (Zhang et al., 2018). As proximas etapas do
trabalho consistirdo na avaliacdo dos teores de proteina, lipidios, carboidratos e carotenoides da
microalga cultivada com Krill A32, bem como dos perfis lipidico, de carotenoides e de fitormonios.
Somente apds a conclusdo dessas avaliacGes serd possivel determinar se a nanoparticula de car-
bono avaliada teve algum efeito sobre a qualidade das biomassas obtida nos cultivos, bem como a
recomendacdo de avaliacdo dessas nanoparticulas em processos de escalonamento do cultivo.
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