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Resumo

Na atualidade as microalgas representam uma das fontes mais promissoras para geragao de
bioinsumos, mas a maior dificuldade enfrentada é o alto valor dos meios de cultivos. Entdo
diante da escassez de estudos de novas formulagdes o presente trabalho tem como principal
objetivo avaliar o comportamento da microalga do género Chlorella em meio enriquecido com
o extrato da macrofita Lemna minor, que € facilmente encontrada em grande quantidade em
ambiente natural, quantificar a quantidade de proteina gerada pela microalga em meio
alternativo e verificar a eficacia da criopreservacdo da espécie através da manutencio de sua
viabilidade. A amostra de agua foi obtida no corrego Ita, no assentamento Barra do Ita, em Bela
Vista— MS, o isolamento foi realizado através do método “streak plating”’, no qual uma amostra
da agua obtida foi submetida ao estriamento utilizando uma alca de platina em uma placa de
Petri contendo um meio sélido composto por agar (1%) e fertilizante agricola NPK (10-10-10
1,0 g. LY. Apés o plaqueamento, as placas foram mantidas em bancada com fotoperiodo de 16
h de luz até que ocorresse o crescimento das primeiras coldnias isoladas. Para preparo do
extrato, foram adicionados 2,5% m/v de L. minor seca e triturada em agua destilada mantida
em ebulicdo por 15 minutos. Com os testes realizados foi possivel constatar que o meio
enriquecido com com 1% e 2% Lemna minor foi mais nutritivo para Chlorella sp. em
comparag¢ao com o meio BBM adaptado, e analises de macronutrientes realizadas no extrato de
Lemna minor a 2,5%, mostra que essa macréfita tem um alto teor de nutri¢do, muito se da ao
fato de conseguir absorver grandes quantidades de nutrientes que estdo presentes no meio em
que foram cultivadas. Mas ainda é necessario o desenvolver mais pesquisas no ramo académico
sobre o uso dessa macrofita como fonte de nutrientes para outros microrganismos, e de outros
provaveis fornecedores de nutrientes para novas formula¢des de meios alternativos. O estudo
também demonstrou que a criopreservacao de Chlorella sp. a -80°C utilizando glicerol 10%
como crioprotetor ¢ viavel para armazenamento de curto a médio prazo (até 42 dias), com
manuten¢do da viabilidade celular e capacidade de recuperagdo ap6s o descongelamento.

Palavras-chave: Nutricdo, meio alternativos, Lemna minor, Chlorella sp., nutrientes.

Abstract

Currently, microalgae represent one of the most promising sources for generating bio-inputs,
but the greatest difficulty faced is the high cost of culture media. Therefore, given the scarcity
of studies on new formulations, the present work aims to evaluate the behavior of the microalga
of the genus Chlorella in a medium enriched with the extract of the macrophyte Lemna minor,
which is easily found in large quantities in the natural environment, to quantify the amount of
protein generated by the microalga in an alternative medium, and to verify the effectiveness of
cryopreservation of the species through the maintenance of its viability. The water sample was
obtained from the Ita stream, in the Barra do Ita settlement, in Bela Vista — MS. Isolation was
performed using the “streak plating” method, in which a sample of the obtained water was
subjected to streaking using a platinum loop on a Petri dish containing a solid medium
composed of agar (1%) and NPK agricultural fertilizer (10-10-10 1.0 g.L-1). After plating, the
plates were kept on a bench under a 16-hour photoperiod until the first isolated colonies grew.
To prepare the extract, 2.5% w/v of dried and crushed L. minor was added to distilled water,
which was kept boiling for 15 minutes. Tests showed that the medium enriched with 1% and
2% Lemna minor was more nutritious for Chlorella sp. compared to the adapted BBM medium.
Macronutrient analyses of the 2.5% Lemna minor extract show that this macrophyte has a high
nutritional content, largely due to its ability to absorb large quantities of nutrients present in the



culture medium. However, further academic research is needed on the use of this macrophyte
as a nutrient source for other microorganisms and on other potential nutrient suppliers for new
alternative media formulations. The study also demonstrated that the cryopreservation of
Chlorella sp. At -80°C using 10% glycerol as a cryoprotectant, it is viable for short to medium-
term storage (up to 42 days), maintaining cell viability and recovery capacity after thawing.

Keywords: Nutrition, alternative media, Lemna minor, Chlorella sp., nutrients.
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1. Introducao

Na atualidade as microalgas representam uma das fontes mais promissoras para geragao
de bioinsumos devido a sua elevada capacidade de sintese de compostos bioativos. Esses
microrganismos produzem substancias como aminoacidos, vitaminas, polissacarideos,
fitohormodnios e antioxidantes, que atua diretamente na promog¢ao do crescimento vegetal e na
mitigacdo de estresses abidticos. A producdo desses bioinsumos pode estar associada a
processos sustentaveis, como o aproveitamento de residuos e captura de carbono (Khan ef al.,
2009; Chisti, 2007; Renuka et al., 2018).

Outro aspecto relevante ¢ a contribui¢do das microalgas para economia circular e a
sustentabilidade ambiental. Elas podem ser cultivadas utilizando efluentes industriais ou
agricolas, promovendo a remocgao de nutrientes e a redu¢ao da polui¢do, a0 mesmo tempo em
que geram biomassa de alto valor agregado. Esse processo integra producdo e tratamento
ambiental, tornando-se uma solu¢do inovadora para os desafios atuais da gestdo de residuos.
Dessa forma, o uso de microalgas na produg¢do de bioinsumos representa uma abordagem
promissora para o desenvolvimento de sistemas produtivos mais resilientes e ecologicamente

equilibrados (Markou & Georgakakis, 2011; Singh & Gu, 2010).
1.1 Importancia das microalgas

Atualmente, os microrganismos, principalmente as microalgas, vém despertando um
grande aumento no interesse cientifico e tecnologico, em virtude de seu alto potencial
biotecnoldgico e ambiental (Lukyanov, 2024). De acordo com Postolache (2025), esses
microrganismos fotossintetizantes possuem um rapido crescimento e tém uma relevante
eficiéncia na captura de dioxido de carbono (COz). Além de acumularem diversas substancias
que sao de suma importancia para o ramo industrial, como lipidios, pigmentos, acidos graxos
poli-insaturados, carboidratos e proteinas (Bule et al., 2018)

Ainda, de acordo com Bule (2018), as microalgas sdo uma promissora alternativa para
0 uso na biorremediagdo em ambientes aquaticos. Esse conjunto de caracteristicas torna esses
microrganismos uma fonte bastante vantajosa na producdo de biocombustiveis, alimentos,
farmacos e biofertilizante.

Em virtude a sua variedade evolutiva, as microalgas estdo se tornando uma fonte em
ascensao e sustentavel em uma extensa variedade de compostos para variadas aplicagdes, o que

acaba tornando esses microrganismos seres de grande interesse para a criacdo de novos
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insumos, para a alimentacdo humana, ragdo para diferentes tipos de animais, farmacos,
cosméticos, biofertilizante, biocombustiveis e para producao de energia (Severo et al., 2021).

Esses microrganismos apresentam elevadas taxas de crescimento e grande efetividade
fotossintéticas em razdo as suas estruturas simples (Nakamura, 2006; Demirbas, 2006). De
acordo com Stephenson et al. (2011) a conversao de luz solar em energia bioquimica das plantas
¢ inferior a das microalgas. Em comparagdo com plantas terrestres de aparato fotossintético
basico C3, as microalgas com suplementacdo de didxido de carbono ao ar livre obtiveram de
5% a 8,3% de média anual de eficiéncia fotossintética, ja as plantas terrestres que cresceram
em atmosfera normal tiveram uma eficiéncia de 2,4% (Zhu et al., 2008; Chisti, 2013).

Embora tenha um amplo potencial de aplicagdao, um dos principais desafios persistentes
na biotecnologia ¢ a viabilidade econdmica da producdo em grande escala dado ao custo
elevado dos meios de cultivos sintéticos ricos em sais minerais, envolvendo outros fatores
como, manutencao do pH, ilumina¢do e controle de contaminacio (Chakraborty e Bhowmick,
2023; Liang et al., 2019). Vazquez-Romero et al. (2022) realizou estudos de andlise
tecnologico-econdomica indicam que os custos de infraestrutura e operagdo do cultivo de
microalgas em escala industrial sdo elevados e, dificultam a viabilidade econdmica desse
processo, assim, sendo um dos principais desafios a comercializagdo em larga escala.

Diante disso, ¢ extremamente necessdrio desenvolver técnicas e alternativas que
minimizem os impactos ambientais, combinando processos, como, agua residuais, ou o uso de
extrato vegetal de macroéfitas usadas para biorremediagdo capazes de reciclar nutrientes e

utilizd-los para meio de cultivo (Pina et al., 2021; Ramalho et al., 2025).

1.2 Lemna minor

O uso de extrato vegetal pode se tornar uma alternativa viavel e inovadora para produ¢ao
de biomassa microalgal, j4 que ndo traz com ele agentes microbianos contaminantes e, dentre
varios extratos com grande potencial, encontra-se a Lemna minor, conhecida popularmente
como lentilha-d’4gua e, no inglés “duckweed’. Essa macroéfita estd abundantemente presente
em ambientes de dgua doce e obtém um rapido crescimento como atributo, possui uma ampla
capacidade de absorcao de nutrientes do meio aquatico € uma rica composi¢ao em compostos
organicos e minerais (Santos, 2018; Sipauba-Tavares, 2020).

A Lemna minor tem capacidade de promover uma significativa remocdo de poluentes
em ambientes aquaticos, dentre esses poluentes estdo a amodnia, fosfato, sélidos suspensos,
coliformes e metais pesados (Devlamynck et al., 2021). Estudos comprovam que essa macrofita

contém relevantes quantidades de nitrogénio, fésforo, potdssio, aminoacidos, vitaminas e
11



compostos bioativos que podem favorecer o crescimento de microalgas, serem utilizadas em
alimenta¢do animal ou serem empregadas em tratamento de efluentes (Iatrou et al, 2018).
Visto que na atualidade as microalgas representam uma das fontes mais promissoras
para geragao de novos produtos e aplicacdes, ¢ de suma importancia a realizagao de estudos e
avaliagdoes de meios de cultivo alternativo (Nunes, 2021). Diante da escassez de falta de
informacdo sobre concentragdo, composicdo quimica, efeitos inibitorios e entre outras
informacdes necessarias, o presente estudo tem como objetivo avaliar o comportamento € o
crescimento da microalga do género Chlorella em meio enriquecido com extrato da macrofita
Lemna minor, buscando determinar seu efeitos sobre a produtividade de biomassa e de
proteinas, representando uma abordagem sustentavel e de baixo custo de manuten¢do uma vez
que se utiliza um recurso natural e abundante que foi adquirido de sistemas de tratamento de
tanques com dejetos suinos. Espera — se que os resultados alcangados possam contribuir com o

avanco das pesquisas de inovagao tecnoldgica no meio ambiental.

1.3 Criopreservaciao

O protocolo de criopreservagdo de microrganismos vivos € um conjunto de técnicas que
busca manter o material em condig¢des abaixo de 0°C sem prejudicar suas atividades biologicas
(Wolkers; Oldenhof, 2015). De acordo com Souza (2023), esses protocolos podem ser simples
ou podem ser técnicas elaboradas, que pode variar conforme o material que sera submetido a
criopreservacao, os resultados almejados e os recursos disponiveis.

A criopreservacao possibilita a realizagdo da manuten¢do das cepas em longo prazo,
assim minimizando gastos com materiais € com o espago utilizado com preservagdo em meio
aquoso e, ainda dispde-se de estabilidade em razdo das caracteristicas biologicas do
microrganismo preservado, sendo fundamental para garantir a reprodutibilidade de estudos
(Tessarolli et al., 2017).

O método mais eficaz para conservagdo de longo prazo consiste no armazenamento de
células em temperaturas ultrabaixas (-80°C ou -196°C), mas requer o uso de crioprotetores,
como glicerol, dimetilsulféoxido (DMSO) ou metanol, para prevenir a formagao de cristais de
gelo intracelulares que podem danificar as células (Day e Fleck, 2015)

No entanto, um dos principais desafios na utilizacao desse processo em microalgas €
evitar a formacdo de cristais de gelo no interior e exterior das células, uma vez que, o
congelamento de organismos vivo provoca lesdes celulares devido ao rompimento provocado

pela formagdo dos mesmos, assim, destruindo-as por agdo mecéanica direta, e a depender da
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concentracao do crioprotetor utilizado, pode haver intoxicacao celular causando a perda de sua

viabilidade (Wolkers e Oldenhof, 2015; Souza, 2023).

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
e Formular um meio de cultivo alternativo que permita que a microalga tenha um bom
desenvolvimento metabdlico e aumento no crescimento da biomassa.

2.2 Objetivos especificos
e (Caracterizar o desempenho da espécie no meio de cultivo alternativo;
e Quantificar a quantidade de proteina gerada pela microalga em meio alternativo;

e Verificar a eficacia da criopreservagdo da espécie através da manutengdo de sua
viabilidade.

3. Metodologia

Trata-se de uma pesquisa quali-quantitativa utilizando como objeto de pesquisa a
microalga do género Chlorella. Todos os experimentos foram conduzidos na Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), no Laboratorio de Desenvolvimento de Bioprodutos
(LADEBIO), Laboratorio de Cultivo de Microrganismos, Laboratério de Bioengenharia e
Laboratério de Enzimologia e Processos Fermentativos (LEPEFER), localizados no centro de
Laboratorios Finep (CLF).

3.1 Isolamento e Identificacao

O isolamento foi realizado a partir de uma amostra de 4gua de rio. A amostra de agua
foi obtida no corrego Ita, no assentamento Barra do Ita, em Bela Vista - MS (coordenadas:
22°11'17.7"S 56°18'35.9"W). Este corrego pertence a Bacia do Rio Apa, que por sua vez, esta
incluida na Bacia do Alto Paraguai (Broch, 2008). Sua nascente localiza-se no municipio de
Antonio Jodo - MS e ¢ um dos afluentes do Corrego Estrela, que desdgua no Rio Apa, um dos
afluentes do Rio Paraguai.

O isolamento foi realizado através do método “streak plating”’, no qual uma amostra da
agua obtida foi submetida ao estriamento utilizando uma alga de platina em uma placa de Petri
contendo um meio solido composto por agar (1%) e fertilizante agricola NPK (10-10-10 1,0
g.L'h). Apds o plaqueamento, as placas foram mantidas em bancada com fotoperiodo de 16 h
de luz até que ocorresse o crescimento das primeiras colonias isoladas. A utilizacdo de NPK

10-10-10 como fonte de nutrientes atua também como pressao de selecdo, visto que apresenta
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limitagdes devido a auséncia de outros macronutrientes ¢ micronutrientes. Os critérios
utilizados para a sele¢@o da colonia foram a velocidade de crescimento e o didmetro da coldnia,
e apds o isolamento de uma coldnia selecionada, foram realizados novos plaqueamentos por
estriamento a fim de se garantir a pureza da espécie isolada.

A confirmacdo de pureza foi realizada através de microscopia Optica, onde foi
constatada a presenca de células apresentando caracteristicas morfoldgicas uniformes. Foram
realizadas observagdes nos aumentos de 40, 100, 400 ¢ 1.000 vezes e a identificagdo ao nivel
de género foi realizada através da comparagao das caracteristicas morfoldgicas com as
caracteristicas inerentes aos géneros descritos no livro “Géneros de Algas de Aguas
Continentais do Brasil: chave para identificacdo e descri¢des” (Bicudo e Menezes, 2006).

3.2 Manutencao do In6culo

A cepa foi mantida em meio de cultivo (Tabela 1) em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 200 mL de meio. Os cultivos foram incubados em cdmara B.O.D. (MA 415, Marconi)
a 25 + 2°C, sob iluminagdo continua de 11,21 pmol fétons m2 s fornecida por lampadas
fluorescentes brancas, com agitacao orbital de 200 rpm (Figura 1). Repicagens foram realizadas

a cada 15 dias para manutengao da viabilidade da cepa.

Tabela 1:Meio de cultivo bésico para indculos

NPK 10-10-10  Cloreto de Calcio Sulfato de
(g/L) di-hidratado (g/L) Magnésio hepta-
hidratado (g/L)
1 0,04 0,204

Fonte: Meio desenvolvido pelo grupo de pesquisa do laboratério LADEBIO, 2024
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Fonte: Autoria Propria.

3.3 Preparo do Extrato

A Lemna minor utilizada para preparo do extrato foi coletada de um sistema de
biorremedia¢do em tanques com efluentes suinos localizado na Fazenda Marcante no municipio
de Dourados-MS (coordenadas: -22.284016675078956, -55.05035103302872). A macrofita foi
lavada abundantemente com agua corrente para remog¢ao de impurezas e, em seguida, com agua
destilada. O material foi seco em estufa a 60°C até peso constante e triturado em moinho,
modelo NM-8300 do fabricante Nima Japan, até obtencdo de po fino (Figura 1). Para preparo
do extrato, foram adicionados 2,5% m/v de L. minor seca e triturada em agua destilada mantida
em ebulicdo por 15 minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente, o extrato foi filtrado

em papel de filtro qualitativo e armazenado sob refrigeragdo (4°C) até o momento do uso.
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Fonte: (Autoria propria)

Legenda: Imagem (A) coleta de Lemna minor em tanques com dejetos
suinos. Imagem (B) higienizac@o apos coleta. Imagem (C) Lemna minor
seca e triturada.

3.4 Cultivo de Bancada

As microalgas para os testes foram mantidas em cultivo de bancada com oxigenacao
por meio de sistemas com compressor de ar eletromagnético (Fotografia 2). Esse sistema foi
feito utilizando cano PVC para fazer a estrutura de passagem de ar, e ligado a essa estrutura
contém fio espaguete PVC que conectado a canudos de aluminio conduz o ar para o interior do
Erlenmeyer. A iluminacao foi mantida por lampadas (LED vermelho e azul) com fotoperiodo
de 16 horas de luz com aproximadamente 30 + 4,4 pmol fétons m2 s, além de iluminagao
natural mantida por uma janela.

A intensidade luminosa emitida pelas lampadas LED foi determinada utilizando um
luximetro digital BSIDE L1. Para a padronizagdo da medida, empregou-se uma proveta de 250
mL contendo 190 mL de meio de cultivo, cuja altura da coluna liquida foi ajustada de modo a
reproduzir as condi¢des do cultivo em Erlenmeyer de 6 L, com volume de trabalho de 5 L. A
proveta foi recoberta com papel aluminio, com o objetivo de evitar interferéncias externas e

simular as condigdes experimentais adotadas nos cultivos.
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Fotografia 2 — Aeracdo de bancada com compressor de ar eletromagnético

— 1 N : ‘!J_ ’

Fonte: Autoria propria.

3.5 Formulacao dos Meios de Cultivo

Foram preparados 5 meios de cultivo, em Erlenmeyer de 6 L, com volume de trabalho
de 5 L, com diferentes concentra¢des de extrato de Lemna minor, 1%, 2%, 4%, 8% ¢ 16%
(Figura 2), esses meios foram suplementados com Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado e NPK
10-10-10, foi utilizado também o Cloreto de Calcio di-hidratado para fazer o tamponamento do
meio e evitar que o pH sofresse mudangas bruscas (Tabela 2). O pH foi corrigido com solucao
de hidroxido de sédio 0,5 M até chegar em aproximadamente 7, apds a preparagdo o meio
passou por esterilizagdo em autoclave para evitar contaminagdo com outros microrganismos. O
meio de cultivo utilizado como controle foi uma adaptagdo do Bold’s Basal Medium (Tabela
3) com o pH também corrigido. O delineamento experimental foi em blocos casualizados com

cinco tratamentos e o controle, com trés repeticdes no tempo.
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Tabela 2 — Meio de cultivo alternativo com Lemna minor

Fonte: (Autoria rpria)

Figura 2 — Tratamentos utilizados

Legenda: Meio de cultivo Basal e meios de cultivo a base
de extrato de Lemna minor com microalgas ja inoculadas.
Imagem (A) Meio Basal modificado, imagem (B) meio com
1% de extrato de Lemna minor, imagem (C) meio com 2%
de extrato de Lemna minor, imagem (D) meio com 4% de
extrato de lemna minor, imagem (E) meio com 8% de extrato
de Lemna minor, imagem (F) meio com 16% de extrato de

Lemna minor.

Tratamento NPK Cloreto de Sulfato de Extrato de
10-10-10 Calcio di- Magnésio Lemna
(g/L) hidratado hepta- minor
(g/L) hidratado (%/L)
(g/L)

T1 1 0,04 0,204 1

T2 1 0,04 0,204 2

T3 1 0,04 0,204 4

T4 1 0,04 0,204 8

T5 1 0,04 0,204 16

Fonte: Meio adaptado com adig¢@o de Lemna minor.
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Tabela 3 — Meio BBM (Bold’s Basal Medium) adaptado.

Componentes Quantidade adicionada (g/L)

Fosfato de Dipotassico (K,HPO,) 0,75

Fosfato Monopotassico (KH,PO0,) 0,14

Sulfato de magnésio Hepta-Hidratado 0,75

(MgS0, -7H,0)

Nitrato de Sédio (NaNO3) 0,9

Cloreto de Calcio Di-hidratado 0.25
(CacCl, - 2H,0) ’

EDTA (C10H14N2Na203) 0,5

Fonte: Adaptado de UTEX [s.d.].

3.6 Teste de Criopreservacio

O teste de criopreservacao foi conduzido da seguinte maneira: utilizou-se o meio basico
(Tabela 1) em um Erlenmeyer de 6 L, inoculando-se aproximadamente 1 mL de Chlorella sp.
para cada 100 mL de meio de cultivo, totalizando 60 mL de microalga para 6 L de meio de
cultivo. Apoés 15 dias de crescimento, o meio foi centrifugado para separar a biomassa
microalgal, resultando em aproximadamente 3 g de biomassa tmida. Esta biomassa foi
ressuspendida em 450 mL de dgua destilada e dividida em trés partes iguais de 150 mL cada.

A preservacao foi realizada com 10%, 15% e 20% de glicerol em 150 mL de agua
destilada contendo a microalga. Apds a adi¢do do glicerol, a solugao foi deixada em repouso
por 1 hora para permitir que as células do microrganismo absorvessem o anticongelante. Apds
o tempo estimado, as amostras foram distribuidas em tubos de centrifuga, tipo Falcon, com 10
mL por tubo (Fotografia 3), totalizando 7 amostras para cada teste, e congeladas em freezer a -
80 °C. Este teste foi realizado por 42 dias, com o descongelamento de uma amostra de cada
teste a cada 6 dias em banho termostatizado a 30 °C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas para remover a maior concentracdo possivel de glicerol, permitindo sua
inoculagdo em meio basico alternativo (Tabela 1). Cada amostra foi monitorada por um total
de 15 dias, com verificacdo didria de sua absorbancia até o término do acompanhamento. Para
determinar a taxa de crescimento, foram construidos graficos para o calculo da regressao linear,

visando a determinacdo do coeficiente angular.
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Fotografia 3 — Amostras preservadas em freezer -80

Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Amostras criopreservadas com diferentes concentragdes de glicerol.

3.7 Monitoramento do Crescimento

Para determinar o crescimento das microalgas, foi empregada a técnica de
Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) a uma Densidade Optica de 680 nm, com o
objetivo de detectar o aumento na quantidade de clorofila. A partir da curva de calibragao
(Grafico 1), elaborada com amostras de diferentes concentragdes de biomassa microalgal, foi
possivel quantificar esse crescimento em termos de teor de biomassa. As medigdes foram
realizadas ao longo de um periodo de 15 dias, com leituras efetuadas a cada dois dias. Nas

amostras destinadas a preservagado, essas leituras foram realizadas diariamente.
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Grafico 1: Curva de Calibragdo da Chlorella sp. (OD 680 nm vs Biomassa).
Relacgdo linear entre a densidade dptica a 680 nm e a biomassa seca (mg L") para Chlorella
sp., com equagdo da reta (y = 0,0053x + 0,0009) e coeficiente de determinacao (R? = 0,9843).

0,012
0,01 y = 0,0053x +0,0009
R®=0,5843 "
0.00 0,0099
=
?T:!” 0,006
L]
@
[ T
b= L
g
[aa]
0,002
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 16 18

OD (680 nm)

Fonte: Autoria propria.

Para realizar a leitura no espectrofotometro ¢ necessario ter o branco (amostra sem
c¢lulas microalgais) para zerar o equipamento. Como o meio de cultivo com extrato de L. minor
tem tendéncia a escurecer com o passar do tempo foi necessario realizar a retirada e a filtragem
em filtro para seringa de 0,45 um (Fotografia 4) de amostras dos 5 meios testes e do controle

no dia de cada leitura, a leitura das amostras de criopreservagao foram realizadas utilizando o

mesmo método.
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Fotografia 4: Materiais para filtragem da
amostra  (branco) para zerar 0O
espectofotometro para realizar a leitura de
absorbancia com o objetivo de detectar o
aumento na quantidade de clorofila.

Fonte: Autoria propria.

3.8 Determinac¢ao de biomassa seca

Apos o periodo de 15 dias, ao término da andlise de crescimento de biomassa, 0 meio
de cultura foi submetido a centrifuga¢do a 4800 rpm por 10 minutos a temperatura de 25 °C,
com o objetivo de separar as células de microalgas. Posteriormente, essas células foram
colocadas em uma estufa a 50 °C para obtengdo da massa seca, a qual foi utilizada na

determinagdo do teor de proteinas.

3.9 Quantificacio de proteinas

A determinacdo do teor de proteina foi conduzida de acordo com o protocolo Kjeldahl
(Kjeldahl, 1883), um dos métodos mais tradicionais. Inicialmente, realizou-se a digestdo da
amostra, pesando-se exatamente 0,2 g de biomassa seca de microalga, a qual foi adicionada ao
tubo Kjeldahl com 10 mL de solugdo de acido sulftrico, 5 g de sulfato de potassio € 0,5 g de
sulfato de cobre (catalisador). O tubo foi entdo colocado no bloco digestor a 400 °C,
aguardando-se até que a amostra adquirisse uma coloragdo clara ou esverdeada, indicando a
conclusao da digestdo. Apos esse processo, foram adicionados 25 mL de solugdo de hidréxido
de sédio a 40% a amostra, seguida pela destilagdo do nitrogénio no aparelho de destilagao

22



Kjeldahl. A amonia liberada no destilador foi coletada em 50 mL de solugao de acido boérico a
4%, com algumas gotas de indicador, geralmente uma mistura de vermelho de metila e verde
de bromocresol. Apoés a destilagdo, procedeu-se a titulagdo das amostras com HCI 0,1 N,
utilizando-se o fator de conversao de 4,78 para calcular o teor de proteina a partir do nitrogénio
(Watkins, 2025). A determinagdo do teor de proteina foi realizada com a biomassa microalgal

dos meios testes, do meio controle e com a L. minor utilizada para fazer o extrato.
3.10 Analise de macronutrientes

O meio de cultivo foi separado antes da inoculacdo de microalga e ap6s o cultivo da
mesma por um periodo de 15 dias. Ao término desse periodo, a microalga foi centrifugada para
permitir a separacao do meio, visando a avaliagdo de macronutrientes, tais como sulfato,
fosfato, potassio, ferro livre, ferro II e ferro III. Para tal andlise, foram utilizados os kits de
analises da Spectrokit da empresa Alfakit e um fotocolorimetro, cada kit vem acompanhado do

protocolo de andlise.
3.10.1 Analise de Sulfato

Primeiro passo: Medir 5 mL de amostra com a seringa e transferir para o tubo do
fotocolorimetro, apds, fazer uma prova em branco medindo 5 mL de agua deionizada e
adicionando os reagentes paralelamente a amostra.

Adicionar 10 gotas do Reagente 1 ¢ agitar; adicionar 1 medida rasa n° 2 do reagente 2 e
agitar intensamente por 5 minutos. Depois zerar o equipamento com a prova em branco e fazer

a leitura das amostras, o resultado apresentado € a concentracdo em mg L' de SO4.

3.10.2 Analise de Fosfato Total

A primeira etapa consiste em medir 20 mL de amostra com a proveta e transferir para o
Erlenmeyer, e fazer uma prova em branco, medindo 20 mL de 4gua deionizada em outro
Erlenmeyer e adicionando os reagentes paralelamente a amostra.

Adicionar 10 gotas do Reagente 3 e agitar até que se dissolva, ap6s adicionar 1 medida
rasa n° 2 do Reagente 4 ¢ agitar até dissolver. Posteriormente adicionar os Erlenmeyer ao
banho-maria fervente de 30 minutos a 2 horas.

Ao terminar o banho-maria, retirar os frascos e adicionar 4 gotas de Fenolftaleina e
adicionar o Reagente 5, agitando a cada gota adicionada até surgir a cor rosa. Aguardar as

amostras esfriarem e completar o volume até 20 mL com agua deionizada e homogeneizar bem.
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Em seguida medir 5 mL de amostra e transferir para o tubo de Fotocolorimetro e
adicionar 10 gotas do Reagente 1 de Ortofosfato e agitar, adicionar 1 medida rasa da pazinha
n° 2 do Reagente 2 de Ortofosfato AC ¢ agitar, aguardar 10 minutos. Apds, zerar o equipamento
com a prova em branco e fazer a leitura das amostras, caso o equipamento apresente estar fora
de escala € necessario diluir a amostra para fazer a leitura e no final multiplicar pela quantidade
de vezes que foi diluida. O resultado é a concentragdo em mg L' de PO4, para expressar o
resultado em P>Os € necessario multiplicar o valor dado na leitura por 1,494. E para expressar

o resultado e P deve-se multiplicar por o valor da leitura por 0,3263.
3.10.3 Analise de Potassio

Primeiramente medir 5 mL de &4gua deionizada e transferir para o tubo de
Fotocolorimetro (branco), e adicionar os reagentes paralelamente a amostra. Medir 0,5 mL de
amosta e transferir para o tubo de Fotocolorimetro e adicionar 4,5 mL de agua deionizada, em
seguida adicionar 1 medida rasa da pazinha n® 2 do Reagente Potéssio ES e agitar. Aguardar

5 minutos e realizar a calibragcdo com o branco e realizar a leitura das amostras.
3.10.4 Analise de Ferro Livre (Complexado)

Medir 5 mL de amostra com a seringa e transferir para o tubo do Fotocolorimetro, fazer
uma prova em branco medindo 5 mL de agua deionizada e adicionando os reagentes
paralelamente a amostra. Adicionar 1 gota do Reagente 1 e agitar, adicionar 4 gotas do Reagente
2 e agitar, e aguardar 5 minutos.

ApOs passar os 5 minutos, colocar os tubos em banho-maria fervente por 30 minutos.
Retirar os tubos do banho-maria e esfriar até a temperatura ambiente. Completar para 5 mL
com agua deionizada. Adicionar 4 gotas do Reagente 3 e agitar, aguardar 10 minutos. Zerar o
equipamento com aprova em branco e fazer a leitura das amostras, o resultado lido ¢ a

concentragio e, mg L' de Fe.

3.10.5 Analise de Ferro 111

Medir 5 mL de amostra com a seringa e transferir para o tubo do Fotocolorimetro, fazer
uma prova em branco medindo 5 mL de 4dgua deionizada e adicionando os reagentes
paralelamente a amostra. Adicionar 4 gotas do Reagente 2 e agitar, e aguardar 5 minutos.

Ap0s, colocar os tubos em banho-maria fervente por 30 minutos. Retirar os tubos do

banho-maria e esfriar até a temperatura ambiente. Completar para S mL com agua deionizada.
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Adicionar 4 gotas do Reagente 3 e agitar, aguardar 10 minutos. Zerar o equipamento com
aprova em branco e fazer a leitura das amostras. Para obter a quantidade de Ferro II em cada

amostra, € necessario subtrair o valor de Ferro I1I do Ferro Total.

3.11 Analises Estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrao de 3 réplicas de cada meio de
cultivo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade
de variancias pelo teste de Levene. Como os dados ndo apresentaram distribui¢ao normal (p <
0,05), foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparagdo entre os
tratamentos, seguido do teste post-hoc de Dunn para comparacdes multiplas entre as amostras
da criopreservacao. O nivel de significancia adotado foi de 5% (o = 0,05). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa BioEstat versao 5.0.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk. As concentragdes de
glicerola 15% e 20% ndo apresentaram distribui¢cdo normal (p < 0,05), optando-se, portanto,
pela utilizagdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacdo entre os

tratamentos.

4 Resultados e Discussao

Os resultados demonstraram que o meio enriquecido com extrato de Lemna minor foi
mais eficaz para o crescimento de Chlorella sp. do que o meio BBM adaptado. A anélise
estatistica revelou que os tratamentos com 1% e 2% de extrato apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo ao meio controle (Grafico 2). O grafico 3 apresenta a curva
de crescimento da biomassa ao longo dos 15 dias de cultivo, evidenciando que os meios com

menores concentracdes de extrato (1% e 2%) proporcionaram maior acimulo de biomassa.
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Grafico 2: Produgdo de biomassa em cultivos enriquecidos com extrato de
Lemna minor.
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Fonte: (Autoria propria).
Legenda: Valores de biomassa seca (g L") apds o cultivo em seis tratamentos (Basal, 1%,
2%, 4%, 8% e 16%). Letras diferentes representam diferencas significativas pelo teste de

comparagdo multipla aplicado (p < 0,05).

Grafico 3: Crescimento de biomassa de Chlorella sp. ao longo de 15 dias.
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Fonte: (Autoria propria)
Legenda: — Crescimento de biomassa de Chlorella sp. ao longo de 15 dias em diferentes meios de cultivo.
Biomassa seca (g L") obtida em cultivos suplementados com diferentes concentragdes de extrato de

Lemna minor.



Esses resultados corroboram os achados de Santos (2018), que demonstrou que a
utilizagdo de L. minor como meio de cultura apresentou grande potencial para o crescimento da
microalga Ankistrodesmus gracilis, resultando em alta densidade celular. Similarmente, Colla
(2024) avaliou meios de cultivo alternativos utilizando macrofitas e constatou que, embora
meios com Eichhornia azurea tenham sido prejudiciais as cepas de microalgas cultivadas, o
meio misto com Lemna minor € Eichhornia crassipes mostrou-se viavel para o cultivo de
microalgas com biomassa de alta qualidade. Adicionalmente, Sipauba-Tavares (2020) relatou
que a microalga Messastrum gracile cultivada em meio de cultura com E. crassipes e L. minor
apresentou resultados satisfatorios no aumento do teor de lipidios e proteinas em cultivos
mixotroficos.

A produgdo de biomassa seca variou significativamente entre os tratamentos (Grafico
3). O meio com 2% de extrato de L. minor apresentou a maior produg@o de biomassa (0,0040 g
L), seguido pelos meios com 1% (0,0035 g L), superiores ao meio BBM adaptado (0,0019
g L ™). Os meios com concentragdes mais elevadas de extrato (4%, 8% e 16%) apresentaram
produ¢do de biomassa inferior aos meios com concentracdes intermedidrias, mas ainda
comparavel ao controle.

A andlise da cinética de crescimento (Grafico 3) revela que todos os tratamentos
apresentaram fase lag curta (aproximadamente 2 dias), seguida de fase exponencial de
crescimento. Os meios com 1% e 2% de extrato apresentaram fase exponencial mais prolongada
e maior taxa de crescimento especifico em comparag¢dao ao meio BBM adaptado. Os meios com
4%, 8% e 16% de extrato apresentaram crescimento inicial mais lento, devido a maior turbidez
do meio, que pode ter limitado a penetracdo de luz (Tabela 4) e, consequentemente, a

fotossintese.
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Tabela 4: Intensidade Luminosa do cultivo de bancada.
Intensidade Luminosa Intensidade Luminosa

Meio de Cultivo (inicio do cultivo) (final do cultivo)
pmol fotons m2 s pmol fotons m2 s

Basal 12,13+0,05 a 5,194+0,04 a

1% 10,58+0,09 ab 1,3£0,02 b

2% 7,81+0,04 b 1,23+0,02 b

4% 3,6+£0,02 ¢ 0,95+0,01 ¢

8% 2,99+0,03 cd 0,81+0,01 cd

16% 1,01+0,02 d 0,61+0,01 d

Fonte: Autoria propria.

Legenda: Intensidade luminosa do cultivo de bancada, no qual ¢ utilizado ldmpadas com
LEDs vermelho e azul ideal para a fotossintese, com intensidade luminosa de
aproximadamente 30 + 4,4 umol fotons m™ s. A intensidade luminosa foi medida com um
Luximetro Digital MT-30. Letras iguais na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Dunn
apos Kruskal-Wallis (p < 0,05), indicando comparagdes entre as diferentes concentragdes.

Conforme Zhang et al. (2023), a luz ¢ o fator determinante para regulacdo da eficacia
fotossintética, afetando a velocidade da fixagcdo de carbono e a sua atribuig@o para lipidios e
pigmentos. A intensidade luminosa atinge diretamente o crescimento e produtividade de
microalgas e, de outros organismos que necessitam de fotossintese, quanto menor a quantidade
de luz disponivel menor serd a quantidade de biomassa produzida (Sartori et al., 2024). Sendo
assim, a baixa produg¢@o de biomassa nos meios com 4%, 8% e 16% de extrato de Lemna minor
pode ser causada pela baixa quantidade de luz penetrando no meio devido sua opacidade, além
de possiveis efeitos alelopaticos associados a liberacdo de compostos bioativos por essa
macroéfita, que podem inibir processos fisiologicos e contribuir para a redug¢do do crescimento
microalgal (Dauda et al., 2024)

A andlise de macronutrientes do extrato de L. minor a 2,5% (Tabela 5) revelou
elevadas concentracdes de sulfato (316,33 + 10,09mg L"), fosfato (68,06 £ 1,09mg L") e
potassio (162,8 +1,23mg L"), além de formas biodisponiveis de ferro (ferro livre, Fe** e Fe*").
Esses resultados demonstram que a macroéfita acumula quantidades significativas de nutrientes,
o que pode ser atribuido a sua elevada capacidade de absor¢ao de nutrientes do meio aquatico,
caracteristica amplamente documentada em sistemas de biorremediagdo (Jaime ef al., 2024).

O teor de proteina na biomassa de Chlorella sp. variou significativamente entre os
tratamentos (Tabela 6). Os meios com 1%, 2% e 4% de extrato proporcionaram aumento no
teor proteico (19,41, 23,83 ¢ 25,76 g 100 g!, respectivamente) em comparacao ao meio BBM
adaptado (14,39 g 100 g'). Entretanto, os meios com 8% e 16% de extrato apresentaram teores
proteicos inferiores (21,42 e 18,40 g 100 g!, respectivamente), embora ainda superiores ao

controle. Essa redugdo pode estar associada a maior turbidez observada visualmente nos meios
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mais concentrados, o que pode ter limitado a penetragao de luz e, consequentemente, reduzido
a eficiéncia fotossintética e a sintese proteica. Estudos futuros devem incluir medi¢des de
turbidez e intensidade luminosa para confirmar essa hipotese.

Esses resultados sdao consistentes com os achados de Santos (2018), que demonstrou
que o meio de cultivo com L. minor proporcionou aumento no teor de proteinas e lipidios da
microalga A4. gracilis, componentes essenciais na formula¢do de dietas para organismos

aquaticos.

Tabela 5: Macronutrientes presentes no extrato de Lemna minor a 2,5%

Componentes mg/L!
Sulfato 316,33 +£ 10,09
Potassio 162,8 + 1,23
Fosfato 68,06 + 1,09
Ferro Livre 10,08 £ 0,13
Ferro 11 5,57 +£0,48
Ferro 111 15,75+ 0,12

Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Analise feita com 3 réplicas.

Tabela 6: Proteina presente em Chlorella sp. € Lemna minor

Tratamento Proteina (g 100 g'!)
Basal adaptado 14,39 £ 0,07 ¢

1% 19,41 £0,60 b

2% 23,84 £ 1,17 ab

4% 25,76 £ 0,65 a

8% 21,42+0,61b

16% 18,40 £0,64 b
Lemna minor 10,37 £ 0,67 d

Fonte: Autoria propria.

Legenda: Teores de proteina (100 g!) obtidos em biomassa de Chlorella sp. cultivada em
meios contendo diferentes concentragcdes de extrato de Lemna minor e no meio basal
adaptado. Também ¢é apresentada a quantidade de proteina presente na propria Lemna
minor utilizada para a produg@o do extrato. Analise feita com 3 réplicas. Médias seguidas
pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A anélise comparativa dos macronutrientes antes (Tabela 7) e apds o cultivo (Tabela
8) revelou que no periodo de 15 dias de cultivo nos meios com concentracdes de 2% e 8% a
microalga Chlorella consumiu mais de 50% de potassio e fosfato presente, o sulfato foi mais
consumido pela microalga cultivada no meio com 1% de extrato, aproximadamente 32%. Em
relagdo ao Ferro Livre, ¢ possivel observar que so foi detectado nos meios com 8% e 16% de

extrato, ¢ foi consumido préximo de 30% da quantidade disponivel. O ferro II nao foi
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encontrado no meio basal, ¢ foi mais consumido nos meios 4% e 16% de extrato, com 58% ¢

70,5% respectivamente. O Ferro III também ndo foi encontrado no meio basal, e foi mais

consumido nos meios com 2% e 8% de extrato, com 36,4% e 35,7% respectivamente (Tabela

9).

Esses resultados corroboram com o que diz Kempen e Hu (2023), que reforcam que as

microalgas tém capacidade para utilizar os macronutrientes presentes no meio com eficiéncia,

mesmo que esses nutrientes estejam presentes de forma reduzida, assimilando-os para sintese

de biomassa. Estudos futuros devem incluir analises mais frequentes ao longo do periodo de

cultivo para melhor compreender a dinamica de consumo ¢ liberagao de nutrientes.

Tabela 7: Macronutrientes presentes no meio antes do cultivo (mg/L)

Basal 1% 2% 4% 8% 16%
adaptado
Sulfato  205,9+14.9 a 1154+12b  1151419b  127.93+2.1ab  149,15£153 ab  191,08+4.4 a
Potassio 160,72429.6a  82,749.8a  18628:9.6a 189,58+19.8a  164.43+21.7a  168,54+113 a
Fosfato  18,54+0.7ab  1547£19b  22.12+1,6b  2225+28b 25.89+1 a 23.9+3.1 ab
Ferro 0b 0b 0b 0b 04802 a 0,7840,1 a
Livre
Ferro II 0b 0,05£0,02b  0,14£0,02ab  0,5£0,01 a 0,56+0,2 a 0,95:0.4 a
Ferro
e 0b 0,05£0,01 b  0,22+0,01 ab  0,24+0,01 ab  0,420,02 ab 1,06£0,01a

Fonte: (Autoria propria) Analise realizada em meio antes da inoculagdo de microalga.
Legenda: As comparagdes foram realizadas entre tratamentos dentro de cada variavel. Letras iguais na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Dunn ap6s Kruskal-Wallis (p < 0,05).

Tabela 8: Incorporacdo de nutrientes pela Chlorella

Macronutrientes Basal 1% 2% 4% 8% 16%
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Sulfato 2,05 37,04 30,73 15,09 42.35 45,66
Potassio 13,01 23,48 110,09 87,01 93,06 46,34
Fosfato 4 1,85 5,50 7,12 12,97 9,08
Ferro Livre 0 0 0 0 0,15 0,25
Ferro IT 0 0,01 0,02 0,29 0,22 0,66
Ferro II1 0 0,01 0,08 0,04 0,14 0,34

Fonte: Autoria propria.
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A tabela 10 apresenta as taxas de crescimento de Chlorella sp. ap6s criopreservagdo em
diferentes concentragdes de glicerol e periodos de congelamento. Os resultados demonstram
que, para cada concentracao de glicerol testada, houve diferenga significativa somente entre os
meios com 10% e 20% com um p < 0,01. Na concentracdo com 15% as taxas de crescimento
foi relativamente constantes ndo se diferenciando significativamente das outras concentragdes
testadas ao longo dos diferentes periodos de congelamento avaliados (6 a 42 dias). A taxa de
crescimento foi calculada a partir do coeficiente angular da regressao linear da curva de
crescimento (Apéndice A), expressa em g L' dia™

Apos 42 dias de criopreservagao (Tabela 10), as amostras com 15% e 20% de glicerol
continuaram apresentando taxas de crescimento inferiores as observadas nos primeiros dias de
congelamento (6 e 12 dias), sugerindo possivel perda progressiva de viabilidade ao longo do
tempo de armazenamento. Em contraste, as amostras com 10% de glicerol mantiveram taxas
de crescimento relativamente constantes ao longo dos 42 dias, indicando melhor preservagao
da viabilidade celular. Esses resultados diferem parcialmente dos obtidos por Hadi (2015), que
avaliou a criopreservagdo de microalgas cloroficeas e observou que a cepa LBA#14 apresentou
melhor recuperagao utilizando metanol 10% como crioprotetor, enquanto outras cepas testadas
apresentaram recuperagdo minima ou nula. No presente estudo, Chlorella sp. demonstrou
viabilidade satisfatoria com glicerol 10%, sugerindo que essa concentragdo ¢ adequada para

criopreservacao de curto a médio prazo (até 42 dias) a -80°C.
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Tabela 9: Desempenho de crescimento apds congelamento a —80 °C
em diferentes concentragdes de glicerol.

Tratamentos
Tempo de Glicerol a Glicerol a Glicerol a 20%
Congelamento 10% 15%

6 dias

(g/L/dias) 2x10* 2x10* 1x10*
12 dias

(g/L/dias) 3x10* 2x10* 1x10*
18 dias

(g/L/dias) 2x10* 1x10* 0,9x10*
24 dias

(g/L/dias) 2x10* 2x10 0,6x10*
30 dias

(g/L/dias) 1x10* 1x10* 0,7x10*
36 dias

(g/L/dias) 2x10* 0,4x10* 0,6x10*
42 dias

(g/L/dias) 2x10* 0,5x10* 0,4x10*

Fonte: Autoria propria.

Legenda: diferenca significativa entre as concentragdes com 10% e 20% de glicerol
(p <0,01) com base no teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn.

A andlise visual das culturas ap6s o descongelamento (Figuras 3, 4 e 5) revelou
diferencas no padrido de recuperacdo entre as concentracdes de glicerol. As amostras
criopreservadas com 10% de glicerol (Figura 3) apresentaram coloracao verde desde o primeiro
dia pos-inoculagao, indicando presenca de clorofila e atividade fotossintética. Em contraste, as
amostras criopreservadas com 15% e 20% de glicerol (Figuras 4 e 5) apresentaram coloracdo
mais clara, que permaneceu de 24 a 72 horas, sugerindo menor conteudo de clorofila inicial.

Esse comportamento pode estar relacionado a um possivel metabolismo mixotréfico
transitorio, no qual as células utilizam o glicerol residual como fonte de carbono orgéanico antes
de retomar a fotossintese autotrofica. O glicerol atua como fonte de carbono organico reduzido
no metabolismo celular, assim, sendo capaz de ser assimilado pelas células microalgais e se
integrando as vias metabolicas centrais diminuindo a dependéncia da luz solar para realizar
fotossintese e de carbono inorgéanico. Portanto, o glicerol atua como fonte de energia para o

microrganismo (Kashyap et al., 2025; Dai et al., 2026; Min et al., 2017; Bello et al., 2025).
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Figura 3: Amostras criopreservadas com 10% de glicerol

o
T L b
Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Imagem (A) mostra o meio com o microrganismo com 1 dia de
descongelamento ¢ inoculagdo em meio basico. Imagem (B) com 4 dias de
descongelamento ¢ inoculagdo. E imagem (C) com 7 dias de descongelamento e
inoculagdo.

Figura 4: Amostras criopreservadas com 15% de glicerol.

By
Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Imagem (A) mostra o meio com o microrganismo com 1 dia de
descongelamento e inoculagdo em meio basico. Imagem (B) com 4 dias de
descongelamento e inoculagdo. E imagem (C) com 7 dias de descongelamento e
inoculacdo.
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Figura 5: Amostras criopreservadas com 20% de glicerol

Fonte: (Autoria propria)

Legenda: Imagem (A) mostra o meio com o microrganismo com 1 dia de
descongelamento ¢ inoculagdo em meio basico. Imagem (B) com 4 dias de
descongelamento ¢ inoculagdo. E imagem (C) com 7 dias de descongelamento e
inoculagéo.

Os gréficos de 4 a 10 (Apéndice A) apresenta a velocidade de crescimento de acordo
com o valor da inclinacdo da reta de regressdo linear. No grafico 10, onde as microalgas
permaneceram 42 dias congeladas é possivel observar que a amostra com 10% de glicerol
continua apresentando um 6timo aumento de biomassa e sua velocidade de crescimento
continua constante, divergindo do experimento feito por Souza (2023) onde avaliou a
diatomacea Chaetoceros muelleri em criopreservacao em freezer -80 °C por vinte dias, na qual
apods o fim do congelamento nio apresentou resultados satisfatorio, ndo havendo viabilidade

em nenhumas das amostras que foram testadas com glicerol.

5. Consideracoes finais

O presente estudo demonstrou que o meio alternativo enriquecido com extrato de Lemna
minor € promissor para o cultivo de Chlorella sp. Os meios com concentragdes de 1%, 2% e
4% de extrato proporcionaram crescimento de biomassa e teor proteico superiores a0 meio
BBM adaptado, evidenciando o potencial dessa macréfita como fonte de nutrientes de baixo
custo para producdo de biomassa microalgal. A concentragdo de 2% proporcionou o melhor
equilibrio entre crescimento e teor proteico. Adicionalmente, o estudo demonstrou que a
criopreservacao de Chlorella sp. a -80°C utilizando glicerol 10% como crioprotetor € viavel
para armazenamento de curto a médio prazo (até 42 dias), com manutengdo da viabilidade

celular e capacidade de recuperacdo apos o descongelamento. Esses resultados contribuem para
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o avang¢o do conhecimento sobre meios de cultivo alternativos e sustentdveis para microalgas,
com potencial aplicagdo em sistemas de producdo de biomassa para diversas finalidades
biotecnoldgicas. Estudos futuros devem investigar a aplicabilidade do extrato de L. minor para
outras espécies de microalgas, bem como avaliar a viabilidade econdmica e a escalabilidade do

processo em sistemas de produgdo em larga escala.
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Apéndice A: Tabela de macronutrientes presente no meio apés o cultivo.

Tabela 10: Macronutrientes presentes no meio apos o cultivo (mg/L)

Basal 1% 2% 4% 8% 16%
adaptado

Sulfato 203,83+9,1a  78,35+2,1c 84,42+1,8bc 112,85+10,2ab  106,75%6,1 abc 145,4+4,2 a

Potassio  147,63+5,7a 59,25+6,1b  76,2+5,3 ab 102,48+5,4 ab 71,3249,3 ab 122,1844,9 a

Fosfato  14,54+0,1ab  13,6240,6b  16,61£1,4a  15,1242,1 ab 12,92¢1,3ab  14,82+0,7 ab
Ferro 0b 0b 0b 0b 0,330,1 ab 0,53+0,2 a
Livre

Ferro II 0b 0,04£0,02b  0,1240,01ab  0,21+0,01 a 0,34+0,2 ab 0,28+0,1 a

Ferro III 0b 0,04£0,02b  0,14£0,02ab  0,19+0,01ab  027+0,05ab  0,72+0,05 a

Fonte: (Autoria propria) Analise realizada em meio depois do cultivo de microalga durante 15 dias. Para realizar
a analise a microalga presente no meio foi centrifugada para realizar a separacdo da biomassa do meio de cultivo.
Legenda: Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Dunn apds Kruskal-Wallis (p < 0,05). As
comparagdes foram realizadas entre tratamentos dentro de cada variavel.
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Apéndice B: Graficos de crescimento de Chlorella sp. a partir da regressao linear para
determinacio do coeficiente angular.

Grafico 4: Crescimento de biomassa (g/L/dias) de amostras de Chlorella sp. ap6s
6 dias de criopreservagao.
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Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Amostras preservadas durante 6 dias em freezer -80 com diferentes
concentragdes de glicerol.

Grafico 5: Crescimento de biomassa (g/L/dias) de amostras de Chlorella sp. apos
12 dias de criopreservacao.
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Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Amostras preservadas durante 12 dias em freezer -80 °C com diferentes
concentragoes de glicerol.
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Grafico 6: Crescimento de biomassa (g/L/dias) de amostras de Chlorella sp. ap6s
18 dias de criopreservagao.

0,007
y =0,0002x + 0,0028
0,006
- N --._I_.-"'.
% 0,005 SO
=0 P B y =0,0001x + 0,002
s 0,004 @
v S .
o e
E 0,003 | @ ® JRBPRNURY SEY S56 S04
[ WL
.8 0,002 PN ST Sai0 4 y = OE-05x + 0,0017
[==]
0,001
] 2 4 ] B 10 12 14 16
Tempo (dias)
e 10% e 15% 20%
»»»»»»»»» Limear (10%) =+------- Linear (15%) Linear (20%)

Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Amostras preservadas durante 18 dias em freezer -80 com diferentes
concentragdes de glicerol.

Grafico 7: Crescimento de biomassa (g/L/dias) de amostras de Chlorella sp. apos
24 dias de criopreservacgao.
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Fonte: (Autoria propria)
Lagenda: Amostras preservadas durante 24 dias em freezer -80 com diferentes
concentragoes de glicerol.
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Grafico 8: Crescimento de biomassa (g/L/dias) de amostras de Chlorella apos
30 dias de criopreservacgao.
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Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Crescimento diarios das amostras preservadas durante 30 dias em freezer -
80 °C com diferentes concentra¢des de glicerol.

Grafico 9: Crescimento de biomassa (g/L/dias) de amostras de Chlorella
apos 36 dias de criopreservacao.
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Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Crescimento diarios das amostras preservadas durante 36 dias em freezer
-80 °C com diferentes concentragdes de glicerol.
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Grafico 10: Crescimento de biomassa (g/L/dias) de amostras de Chlorella ap6s 42
de criopreservacao.
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Fonte: (Autoria propria)
Legenda: Crescimento diarios das amostras preservadas durante 42 dias em freezer -80
com diferentes concentragdes de glicerol.



