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Microalgae are a promising alternative for sustainable biofuel and bioproduct
production. This study analyzes two complementary approaches: genetic
engineering to enhance lipid and starch production in the extremophile
microalga Chlamydomonas pacifica, and the isolation and cultivation of the
native Brazilian strain Desmodesmus abundans. The first approach
demonstrated high tolerance to extreme conditions and significant metabolic
production, enabling biodiesel and thermoplastic polyurethane synthesis. The
second showed that environmental stresses, such as nitrogen limitation and
bicarbonate addition, increase biomass and carbohydrate accumulation.
Results highlight the potential of advanced biotechnologies and the value of
national biodiversity for energy applications. Together, these strategies
underscore microalgae as a key resource in transitioning to a cleaner, more
efficient energy matrix with lower environmental impact, without directly
competing with food production.

Introducéao

A transicio energética &€ uma temdtica bastante
relevante no século XXI. Atualmente, cientistas de diversas
areas estdo em busca de novas alternativas para a producao
de energia de formas mais sustentaveis e eficientes, a fim de
evitar crises climaticas, econdmicas, energéticas e sociais, as
guais ameacam a existéncia da vida na Terra no futuro
proximo. Segundo a Agéncia Internacional de Energia
(IEA), 0s combustiveis fosseis atenderam
aproximadamente 80% da demanda energética global em
2023.1 No Brasil, embora as fontes renovaveis representem
uma parcela significativa da matriz energética, o setor de
transportes ainda depende majoritariamente de
combustiveis de origem fossil.

Nesse contexto, a producdo de biocombustiveis,
sobretudo o etanol e o biodiesel, desponta como uma
alternativa importante. Todavia, as culturas agricolas,
principais fontes desses biocombustiveis atualmente,
apresentam diversas problematicas no cenario nacional, tais
como: devastacdo de fauna e flora nativas para o cultivo, uso
intensivo de agrotoxicos, dependéncia de combustiveis fdsseis

As microalgas emergem como alternativa promissora para a producéo
sustentavel de biocombustiveis e bioprodutos. Este trabalho analisa dois
estudos: um que emprega engenharia genética para aumentar lipidios e amido
na microalga extreméfila Chlamydomonas pacifica, e outro focado no
isolamento e cultivo da cepa nativa brasileira Desmodesmus abundans. A
primeira abordagem demonstrou alta tolerdncia a condi¢fes extremas e
aumento expressivo na produgdo metabélica, viabilizando biodiesel e
poliuretano termoplastico. A segunda evidenciou que estresses ambientais,
como limitacdo de nitrogénio e adicdo de bicarbonato, elevam biomassa e
carboidratos. Os resultados ressaltam o potencial das biotecnologias avancadas
e a importancia da biodiversidade nacional para aplicagdes energéticas. Essas
estratégias reforcam o papel das microalgas na transicdo para uma matriz
energética mais limpa, eficiente e de menor impacto ambiental, sem competir
diretamente com a produgéo de alimentos.
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para a operagdo de maquinario e, a principal entre todas, a
disputa de terras entre a producdo de alimentos e a de
combustiveis.234° Diante desse dilema, surge uma questio
crucial: o que é mais importante para a sociedade, produzir
alimentos ou energia?

Como resposta a esse impasse, estudos recentes tém
apontado para o uso de microalgas (organismos microscépicos,
geralmente unicelulares, que vivem em ambientes aquaticos e
sdo fotossintéticos) como uma solugdo promissora no cenario
da transicdo energética. Diferentemente das culturas agricolas
convencionais, as microalgas ndo competem com a produgéo
de alimentos, podem ser cultivadas em ambientes controlados
e apresentam alta produtividade de biomassa e lipidios,
insumos essenciais para a sintese de biocombustiveis.®’

Estima-se que algumas espécies de microalgas
possam produzir até 30 vezes mais 6leo por hectare do que
culturas tradicionais, como soja e canola, além de se
desenvolverem em ambientes indspitos & agricultura
convencional, como aguas residuais e regides semiaridas.%°
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E importante destacar que, apesar de frequentemente
considerados uma alternativa ambientalmente  mais
sustentavel, os biocombustiveis também apresentam impactos
negativos. Assim como o0s combustiveis fdsseis, esses
compostos liberam substancias poluentes, como compostos de
carbono, enxofre e outros elementos nocivos a atmosfera.
Além disso, seu uso e descarte inadequados podem gerar
toxicidade em ecossistemas aqudticos, afetando a
biodiversidade local.*®

No entanto, uma vantagem significativa dos
biocombustiveis em relagdo aos derivados do petréleo é o fato
de utilizarem carbono ja presente no ciclo natural do carbono,
0 que pode contribuir para a reducdo do acimulo de gases de
efeito estufa na atmosfera, mitigando, assim, os efeitos das
mudancas climaticas.!

O estudo de Gupta et al. explora a engenharia da
microalga extremoéfila Chlamydomonas pacifica para aumentar
a producéo de lipidios e amido, visando o desenvolvimento de
cepas comercialmente relevantes. Por sua vez, a pesquisa de
Silva et al. investiga a morfologia, filogenia molecular e
avaliacdo de biomassa de Desmodesmus abundans no Brasil,
fornecendo dados essenciais para 0 aproveitamento dessa
espécie na producéo de biocombustiveis. 57

Metodologia

O estudo conduzido por Gupta et al. seguiu uma
abordagem experimental aplicada, com foco na engenharia
genética e avaliacdo de desempenho de uma microalga
extremofila, Chlamydomonas pacifica, visando aumentar a
producdo de lipidios e amido para fins biotecnolégicos. A
pesquisa abrangeu desde a modificacdo genética laboratorial
até testes em escala piloto.

Inicialmente, os autores utilizaram técnicas de
mutagénese por radiacdo ultravioleta (UV) e cruzamento para
desenvolver cepas da microalga Chlamydomonas pacifica com
maior tolerancia a luz intensa e ao pH elevado. Apds a selecéo
dos mutantes mais tolerantes, as linhagens foram submetidas a
engenharia genética, com introducéo de dois genes: (i) o gene
Dof, um fator de transcri¢do derivado da soja (Glycine max)
para aumento da producdo lipidica, e (ii) o gene PGM1, de
Chlamydomonas reinhardtii, associado a sintese de amido. As
transformagdes genéticas foram realizadas por eletroporacéo,
com verificacdo da integracdo génica via colony-PCR, técnica
de biologia molecular utilizada para verificar rapidamente se
uma coldnia de microrganismos transformados contém o DNA
desejado, e quantificacdo de expressdo por RT-gPCR (Reagéo

em Cadeia da Polimerase com Transcricdo Reversa e
Quantificacdo em Tempo Real).

A eficacia das modificacdes foi avaliada com base no
crescimento celular, fluorescéncia de clorofila e producédo de
biomassa. Para medir a producédo lipidica, os pesquisadores
utilizaram corantes Nile Red e citometria de fluxo (técnica
laboratorial usada para analisar caracteristicas fisicas e
qguimicas de células ou particulas em suspensdo),
complementados por microscopia confocal. A produgdo de
amido foi avaliada por coloracdo com solucdo de Lugol e
quantificacdo por métodos colorimétricos. Posteriormente, 0s
experimentos foram escalonados para cultivo em tanques
abertos do tipo raceway (80 L) em estufa com controle de
temperatura e pH. Os dados de crescimento foram monitorados
ao longo de trés ciclos produtivos. A biomassa obtida foi
processada para extracdo de lipidios e amido, seguida pela
conversdo dos lipidios em biodiesel via saponificacdo direta e
esterificacdo.

O artigo de producdo nacional, realizado por Burgel
etal., teve como objetivo isolar, identificar e avaliar o potencial
biotecnolégico de uma nova cepa de microalga, a
Desmodesmus abundans LGMMO0013, coletada no reservatério
do Irai, no estado do Parana. A metodologia combinou técnicas
morfoldgicas, moleculares e bioquimicas para caracterizagao
da cepa e quantificacdo de biomassa, carboidratos e lipidios.

A amostra foi isolada a partir de coleta direta no
reservatorio e cultivada inicialmente em meio autotréfico
CHU, meio nutritivo desenvolvido por Chu (1942), muito
utilizado no cultivo de algas. Ele contém sais minerais
essenciais que as algas precisam para crescer e nao possui fonte
de carbono orgénico, ou seja, 0 carbono vem exclusivamente
do CO: dissolvido no meio, sob condi¢des controladas (21 °C,
fotoperiodo 12h luz/12h escuro, e iluminagdo de 7,4 pmol
m2s'). As colonias isoladas foram mantidas em cultura
liquida com aera¢do continua (0,4% de CO2). A cepa de
crescimento mais rapido foi selecionada para analises
posteriores.

A avaliacdo da producdo de biomassa, carboidratos e
lipidios foi realizada por meio de comparagdo com a cepa
padrdo Tetradesmus obliquus (LGMMO0001), mantida no
NPDEAS (UFPR). Ambas as cepas foram cultivadas sob as
mesmas condices em frascos Erlenmeyer de 2 L com meio
CHU. A cinética de crescimento foi monitorada a cada 48 horas
durante 22 dias, com quantificagdo de biomassa seca por
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método gravimétrico, utilizando microfiltros de fibra de vidro
(0,7 um) previamente secos e pesados.

A quantificacdo de carboidratos seguiu o método
colorimétrico de Dubois et al., com fenol e &cido sulfdrico.
Amostras da biomassa liofilizada foram tratadas e analisadas
por espectrofotometria a 490 nm. A extracdo e quantificacdo
dos lipidios totais foram realizadas com base no método de
Bligh e Dyer, com modifica¢bes: a biomassa foi tratada com
solucdo de cloroformio/metanol (1:2 v/v), submetida a
ultrassom e posterior extracdo da fase organica. Os lipidios
foram entdo quantificados por pesagem ap6s evaporacdo do
solvente.

Adicionalmente, foi conduzido um experimento com
variacdo da composicdo do meio de cultivo, testando diferentes
concentragdes de nitrogénio (NaNOs) e fontes de carbono
(NaHCOs), em condigdes autotroficas e mixotroficas. Os
efeitos dessas variagdes foram avaliados quanto a producédo de
biomassa, lipidios e carboidratos, apds 16 dias de cultivo.

A identificagdo taxondmica da cepa foi realizada por
meio de andlises morfologicas (microscopia dptica e eletrdnica
de varredura) e filogenéticas. Para a analise molecular, foi
extraido o DNA gendmico e amplificada a regido SIT (Spacer
Interno Transcrito) do rDNA com primers especificos. As
sequéncias obtidas foram comparadas com bancos de dados
(GenBank) e utilizadas para construir arvores filogenéticas por
inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanga, a fim de
confirmar a identidade da cepa como Desmodesmus abundans.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os
dados foram analisados estatisticamente por ANOVA (Analise
de Variancia), teste estatistico usado para verificar se existem
diferencas significativas entre trés ou mais grupos de dados,
adotando nivel de significancia de p < 0,05.

Resultados e discussao

Em primeira analise, Gupta et al. desenvolveram uma
abordagem completa de engenharia genética e cultivo em
escala piloto da microalga extreméfila Chlamydomonas
pacifica, visando a producéo aumentada de lipidios e amido. A
cepa, naturalmente tolerante a pH elevado, salinidade e
temperatura, foi submetida a mutagénese UV e cruzamentos
seletivos, resultando em uma linhagem com toleréncia
aprimorada a alta intensidade luminosa (> 2000 E/m2/s), o
dobro da tolerancia da cepa selvagem. Essa linhagem também
manteve crescimento robusto em pH 10,25. Embora uma
segunda rodada de mutagénese ndo tenha melhorado ainda

mais a tolerancia ao pH, a resisténcia a condicfes extremas foi
mantida estavel por mais de um ano.®

Para incremento da produtividade metabolica, os
autores expressaram dois genes-alvo distintos. A introducdo de
um fator de transcricdo Dof derivado da soja promoveu
aumento significativo da acumulagéo intracelular de lipidios,
conforme indicado por citometria de fluxo e microscopia
confocal com colorac@o por Nile Red. Em meio nitrogenado,
29,8% da populacdo apresentava alto conteGdo lipidico,
enquanto sob deplecdo de nitrogénio essa proporgdo atingiu
47,1%, comparada a 24,1% na cepa controle. Para o acimulo
de amido, foi utilizado o gene PGM1 de Chlamydomonas
reinhardtii, resultando em aumento de 15,5 vezes na expressao
relativa e em incremento de 30% na absorbancia da coloragdo
por Lugol, sugerindo maior acimulo intracelular.®

As cepas evoluidas, evoluida+Dof e evoluida+tPGM1,
foram cultivadas em tanques abertos de 80 L, em trés rodadas
consecutivas. Todas demonstraram crescimento fototréfico
estavel, com produtividade maxima de até 3,9 g/m#/dia, exceto
a linhagem PGM1, que teve falha inicial atribuida a
contaminacdo do in6culo, mas que se recuperou
posteriormente. A andlise gravimétrica confirmou aumento de
28% no conteuddo lipidico na cepa Dof (37 g/100 g de biomassa
seca) e de 27% no teor de amido na cepa PGM1 (45,8 g/100 g
de biomassa seca), em relacgéo a linhagem controle.®

A biomassa das linhagens transgénicas foi convertida
com sucesso em dois bioprodutos: biodiesel e poliuretano
termopléstico (TPU). O biodiesel foi produzido por
saponificaco direta seguida de esterificacdo, com rendimento
de 3-12% da biomassa seca inicial e pureza superior a 80%,
conforme analise por cromatografia em camada fina (TLC) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS). O principal componente foi hexadecanoato de
metila (C16:0), representando 42-48% do total.®

O TPU, denominado A2141, foi sintetizado a partir de
poliol e diisocianato derivados da biomassa e apresentou
propriedades mecénicas compativeis com aplicaces
comerciais, como dureza Shore A de 75 + 3, resisténcia a tracdo
de 3,22 MPa e alongamento de 282%. Quando aplicado como
revestimento sobre tecido de algoddo, aumentou em 12 vezes a
rigidez flexural e apresentou &ngulo de contato de 97,99°,
demonstrando hidrofobicidade.®

Os autores destacam o potencial de C. pacifica como
plataforma industrial robusta e geneticamente manipulavel,
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com vantagens sobre cepas-modelo para cultivo ao ar livre.
Recomendam, contudo, a realizacdo de avaliacGes
tecnoecondmicas (TEA), analise do ciclo de vida (LCA), testes
de conversdo lipidica em combustivel sustentavel de aviacdo
(SAF) e métodos de extracdo integrados para multiplos
biocomponentes. Além disso, sugerem considerar aspectos
sazonais, biosseguranca de linhagens recombinantes e cultivo
rotativo com outras espécies. Tais resultados posicionam C.
pacifica como candidata promissora na producdo de
biocombustiveis e biomateriais em escala comercial .®

J& Burgel et al. teve como objetivo isolar e
caracterizar uma nova cepa de microalga verde, coletada na
Represa do Irai (Parana, Brasil), denominada Desmodesmus
abundans LGMMO0013, avaliando sua morfologia, identidade
molecular e capacidade biotecnoldgica para produgdo de
biomassa, carboidratos e lipidios. A cepa LGMMO0013 foi
identificada como D. abundans por meio de analises
morfoldgicas (microscopia dptica e eletrdnica de varredura) e
moleculares, com sequenciamento da regido SIT do DNA
ribossomal. A arvore filogenética mostrou alta proximidade
entre a cepa estudada e outras cepas de D. abundans e D.
spinosus, confirmando a identificacdo.’

Em cultivo autotréfico por 22 dias, D. abundans
LGMMO0013 atingiu 1500 mg L' de biomassa seca, superando
em 50% a producéo da cepa controle Tetradesmus obliquus
LGMMO0001, utilizada em fotobiorreatores pela UFPR. A
producdo de carboidratos foi de 673,39 mg L™, um aumento de
130% em relagdo a cepa controle (292,16 mg L), enquanto a
producéo de lipidios foi semelhante entre as duas cepas, com
D. abundans atingindo 259,7 mg L .7

Em experimentos adicionais com diferentes
composicdes de meio de cultivo, verificou-se que a privacéo de
nitrogénio (reducdo de 50% do NaNOs)
significativamente a produgdo de biomassa (1034 mg L) e
carboidratos (688,44 mg L™, ou 66,58% da biomassa seca).
Outro tratamento eficaz foi a adicdo de 1000 mg L' de
bicarbonato de s6dio sem privacdo de nitrogénio, que resultou
em 930 mg L' de biomassa e 641,79 mg L' de carboidratos.
A producéo de lipidios também foi favorecida sob estresse
nutricional, atingindo 207,48 mg L' com a combinagdo de
1500 mg L' de bicarbonato € 50% de redugdo de nitrogénio.’

aumentou

Esses resultados indicam que D. abundans
LGMMO0013 é responsiva a mudancas nas condigdes de cultivo
e capaz de modular sua fisiologia para aumentar o acimulo de
macromoléculas. Essa plasticidade metabdlica é caracteristica

desejavel em cepas com aplicagdo biotecnoldgica,
especialmente para producdo de bioetanol a partir de
carboidratos. O estudo também destaca a importancia da
identificacdo morfoldgica aliada a analise molecular para
garantir precisdo na taxonomia de microalgas.”

Portanto, ambos os artigos evidenciam estratégias
complementares para a bioengenharia de microalgas: enquanto
Gupta et al. demonstram a aplicacdo da engenharia genética
para otimizar maltiplos produtos em uma cepa extremdfila,
Burgel et al. enfatizam a relevincia da exploragdo de
biodiversidade natural aliada a praticas de cultivo para
maximizar a producdo de biomassa e metabdlitos. Esses
avangos sdo fundamentais para ampliar a eficiéncia e
sustentabilidade na producdo de biocombustiveis e
biomateriais a partir de microalgas.®’

Conclusoes

Portanto, fica evidente que o uso de microalgas
representa uma alternativa promissora e sustentavel para a
producdo de biocombustiveis e bioprodutos. O estudo de Gupta
et al. demonstrou que, por meio da engenharia genética, é
possivel potencializar significativamente a produtividade de
lipidios e amido em cepas extremofilas, viabilizando sua
aplicacdo em escala comercial. Por outro lado, a pesquisa de
Burgel et al. reforca a importdncia da exploracdo da
biodiversidade nacional, mostrando que espécies nativas, como
Desmodesmus abundans, possuem elevada capacidade de
acuimulo de biomassa e carboidratos, especialmente sob
condicBes de estresse controladas.®’

Ambas as abordagens de bioengenharia e a exploracéo
de recursos naturais renovaveis se mostram complementares e
essenciais para o desenvolvimento de uma matriz energética
mais limpa e eficiente, sem competir diretamente com a
producdo de alimentos. Contudo, é necessario avangcar em
estudos de viabilidade econdmica, anélise do ciclo de vida e
desenvolvimento de tecnologias de cultivo e extracdo que
tornem o processo mais acessivel e sustentavel em larga escala.
Assim, o aproveitamento das microalgas consolida-se como
uma estratégia promissora na busca por solugdes energéticas
alinhadas as demandas ambientais do século XXI.
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