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RESUMO

Com o objetivo de elaborar um meio de cultura nutritivo e econdmico para a producdo de
Limnospira platensis (espirulina), foram elaborados quatro meios de cultura, sendo um
formulado apenas a base de NPK mais sais (meio X), dois a base de NPK mais extratos vegetais
de Lemna minor (meio Lentilha) e Camellia sinensis (meio Ch& verde) e um meio base
(Zarrouk). Apods andlises, foi observado que todos os meios alternativos baseados em
fertilizante NPK foram capazes de sustentar o crescimento de Limnospira platensis em niveis
de biomassa semelhantes ou até mesmo superiores ao meio padrdo Zarrouk, contanto que o
periodo de cultivo seja suficientemente longo. Ao final do experimento, foi observado que o
meio Zarrouk apresentou o maior teor de proteina bruta, diferindo significativamente dos
demais meios, 0s meios contendo extratos vegetais ndo diferiram entre si, enquanto o meio X
apresentou o menor valor. Apés o teste de toxicidade da espirulina cultivada em diferentes
meios de cultura, foi observado que houve menor sobrevivéncia no tratamento controle em
relacdo a todos os tratamentos contendo extrato de Limnospira platensis, apresentando média
de 65,5 + 18,0%, enquanto os extratos provenientes dos meios X, CV, Z e L apresentaram
sobrevivéncia média de 97,1 + 4,35%, 97,7 + 4,25%, 97,1 + 4,35% e 100,0 + 0,0%,
respectivamente. Por fim, conclui-se que meios alternativos a base de NPK e extratos vegetais
sdo tecnicamente viaveis e economicamente vantajosos para producéo de espirulina, com trade-
off entre velocidade de crescimento e produtividade final, definindo estratégias de producgéo
adaptadas a diferentes objetivos industriais.

Palavras-chave: Espirulina; Meios de cultura alternativos; Fertilizante NPK; Lentilha d’agua;
Produtividade de biomassa;

ABSTRACT

With the aim of developing a nutritious and economical culture medium for the production of
Limnospira platensis (spirulina), four culture media were prepared: one formulated solely with
NPK fertilizer plus salts (medium X), two based on NPK fertilizer plus plant extracts of Lemna
minor (Lentil medium) and Camellia sinensis (Green Tea medium), and one base medium
(Zarrouk). After analysis, it was observed that all alternative media based on NPK fertilizer
were able to sustain the growth of Limnospira platensis at biomass levels similar to or even
higher than the standard Zarrouk medium, provided the cultivation period was sufficiently long.
At the end of the experiment, it was observed that the Zarrouk medium presented the highest
crude protein content, differing significantly from the other media; the media containing plant
extracts did not differ from each other, while medium X presented the lowest value. After
testing the toxicity of spirulina cultivated in different culture media, it was observed that there
was lower survival in the control treatment compared to all treatments containing Limnospira
platensis extract, presenting an average of 65.5 £ 18.0%, while the extracts from media X, CV,
Z, and L showed average survival rates of 97.1 + 4.35%, 97.7 £ 4.25%, 97.1 + 4.35%, and 100.0
+ 0.0%, respectively. Finally, it is concluded that alternative media based on NPK and plant
extracts are technically viable and economically advantageous for spirulina production, with a
trade-off between growth rate and final productivity defining production strategies adapted to
different industrial objectives.

Keywords: Spirulina; Alternative culture media; NPK fertilizer; Duckweed; Biomass productivity;
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1. Introducéo

Espirulina (Liminospira platensis (Gomont)) (Santos et al., 2023), anteriormente
conhecida como Arthrospira platensis, é uma cianobactéria fotossintetizante e filamentosa
pertencente a categoria Cyanophyta, Cyanophyceae e Oscillatoria (Jian Li et al., 2021).
Originalmente, foi utilizada como fonte de alimento pelos povos astecas no Lago Texcoco, no
México, e posteriormente descoberta pelo botanico Jean Léonard na década de 1960 (Vonshak,
1997). Em 1967, a Associacgdo Internacional de Microbiologia Aplicada a reconheceu como
uma "futura fonte de alimento” (Villar6-Cos et al., 2024) e, em 1996, a Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) a considerou o "melhor alimento para o futuro™" (Fernandes et al., 2023). Esta
cianobactéria filamentosa forma tricomas helicoidais livres, compostos por células cilindricas
dispostas linearmente e sem ramificagdes. Os filamentos variam de 200 a 500 micrémetros de
comprimento e de 5 a 10 micrdmetros de largura, apresentando espirais que podem ser abertas
ou compactas. A presenca de aerdtopos é variavel entre os filamentos, e as extremidades nédo
demonstram diferenciagéo celular evidente (Ai et al., 2023).

Na natureza, a espirulina pode ser encontrada em lagos alcalinos e salinos, aguas
residuais e no oceano, sendo caracterizada por seu rapido crescimento, baixo consumo de
energia e agua durante sua producdo (Gouda et al., 2022). Fora do ambiente natural, essa
microalga pode ser cultivada em meio liquido, como em lagoas, tanques de producdo e foto
biorreatores (Uebel et al., 2019), sendo posteriormente filtrada e seca até se transformar em po.
Devido a sua ampla gama de nutrientes, incluindo acidos graxos essenciais, vitaminas
(especialmente do complexo B), minerais, polissacarideos, fibras, compostos fendlicos,
pigmentos (carotenoides, ficobiliproteinas e clorofila) e propriedades anti-inflamatorias,
anticancerigenas, antidiabéticas, antitoxicas e antimicrobianas, a espirulina tem se tornado cada
vez mais procurada pelas industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos (Hamidi et al.,
2023). Ela é utilizada na producdo de alimentos, racdo para peixes (Titin; Lestari; Dwiyanti,
2024), barras de cereais (Soui et al., 2022), suplementos vitaminicos (Rutar et al., 2022),
medicamentos (Huang et al., 2022) e cosméticos (Ragusa et al., 2021).

Assim que os cientistas descobriram o potencial dessa cianobactéria, foram realizados
diversos estudos a fim de formular um meio de cultura capaz de fornecer todos os nutrientes
necessarios para que ela seja produzida. Em 1966, Zarrouk conseguiu criar a base desse meio
de cultura, tornando-se este o mais utilizado para a producdo da espirulina em grande escala até
os dias atuais. Porém, devido ao elevado custo e a complexidade do meio original (principalmente

em larga escala) (Zarrouk, 1966) (Sopandi et al., 2020), diversos estudos tém sido conduzidos com
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0 intuito de reduzir o custo de produgdo da espirulina, por exemplo: Kumari; Pathak e Guria (2015)
elaboraram diversos cultivos otimizados de espirulina utilizando diferentes concentracdes do
fertilizante NPK 10:26:26 a fim de formular um meio de cultura com o fertilizante NPK 10:26:26 de
grau comercial que pudesse proporcionar uma producdo em massa da espirulina com taxas de
crescimento iguais ou superiores as do meio de cultura padréo (Zarrouk). Ao final do experimento,
observaram que o cultivo formulado a base de NPK 10:26:26 obteve resultados de crescimento
superiores aos meios de cultura padréo (Zarrouk, NCL e CFTRI) quando exposto a 50 pumol de
fotons m2 s™! de LED branco, ciclo claro/escuro de 14 h/10 h e temperatura de 30 °C sob agitacao
orbital de 90 rpm, obtendo cerca de 1.12 g/L de concentracdo de biomassa de espirulina com 1.06
g/L de NPK 10:26:26, 18.5 g/L de bicarbonato de sodio, 1.33 g/L de sais e 1 mL de solugdo A5.

Os extratos vegetais sdo substancias obtidas através do uso de plantas e de um liquido
extrator (podendo ser agua, alcool, glicerina vegetal, dentre outros), que possuem uma
variedade de compostos bioativos como: vitaminas, minerais, antioxidantes, etc (Heide, 2024),
podendo ser realizada através de processos de: infusdo, maceragdo, percolacdo, decocéo,
extracdo continua quente, extracdo em contracorrente, dentre outros (V.B. Oliveira et al.,
2016). Essas substancias podem ser utilizadas tanto em industrias de cosméticos ( formulagéo
de oOleos essenciais, cremes, dentre outros) quanto em industrias farmacéuticas (formulagéo de
medicamentos fitoterapicos, etc) e alimentares (formulacdo de aromatizantes, corantes, etc )
gracas a seus principios ativos (PCC,. 2024; ANVISA,. 2022; Inovacdo & Tendéncias,. 2019).

A lentilha d’agua (Lemmna minor L.) é uma planta aquatica fotossintética que possui a
capacidade de absorver, filtrar e acumular uma grande quantidade de nutrientes presentes no
meio em que estd inserida (Heitzman et al., 2024), sendo rica em proteinas, lipidios,
carboidratos, 6mega-3 e 6mega-6 (Fiordelmondo et al., 2022). Originalmente sendo consumida
no sudoeste da Asia e descrita por Severi e Fornasiero (1983) como uma planta aquética de
formato ovalado e diametro médio de 1,7 mm pertencente a familia Lemnaceae (angiosperma)
(Sosaetal., 2024), pode ser encontrada em pequenas lagoas, valas, pantanos e em corpos d’agua
que se movem lentamente (Chakrabarti et al., 2018), crescendo em &guas com niveis
relativamente altos em N, P e K, concentrando-os em sua composi¢do e gerando proteina.
Recentemente, varios estudos tém sido realizados com foco no valor nutritivo que essa
macrofita possui, a fim de que possa ser utilizada como suplementacdo alimenticia para peixes,
aves, suinos e humanos, como € o caso de Goswami et al. (2022), que estudaram o efeito da
suplementacédo da dieta com Lemna minor no crescimento, fisiologia digestiva e expressao de
genes da biossintese de acidos graxos em Cyprinus carpio com o objetivo de avaliar a lentilha-

d'dgua Lemna minor como substituta de farinhas vegetais, como a farinha de soja, em racdes
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extrusadas peletizadas para carpa comum (Cyprinus carpio). Para isto, formularam cinco
diferentes dietas, sendo a LMO a dieta controle (baseada em farinhas vegetais e tendo a farinha
de soja como sua principal fonte de proteina) e as demais dietas tendo a adicdo da lentilha
d'adgua: dieta LM5 contendo 5% de lentinha d'agua, a dieta LM10 contendo 10% de lentilha
d'adgua, a dieta LM15 contendo 15% de lentilha d'agua e a dieta LM20 contendo 20% de lentilha
d'dgua. Ao inicio do experimento, 450 alevinos foram distribuidos de forma aleatéria em 15
aquarios (30 alevinos para cada aquario de 60 L) e cada um desses aquarios recebeu uma das
cinco dietas (LMO, LM5, LM10, LM15 e LM20) durante 60 dias, sendo cada dieta alocada
aleatoriamente a trés aquarios (n=3). Ao final do experimento eles observaram que o peso das
carpas alimentadas com as dietas LM15 e LM20 foram significativamente maiores em
comparagdo daquelas alimentadas com as outras dietas, sendo 0 menor peso observado nas
carpas que foram alimentadas com a dieta controle (LMO), além disso, a incluséo da lentilha
d’4gua na dieta das carpas elevou o seu valor nutricional, suas proteinas, lipidios aminoacidos
e AGPI-CL n-3.

Em 2021, Zeffer et al realizaram uma pesquisa onde avaliaram o efeito da incluséo de
diferentes niveis de lentilha-d‘agua ( Lemna minor ) no desempenho de frangos de corte. Para
isso, distribuiram cento e cinquenta filhotes de frango com apenas um dia de vida em cinco
grupos de tratamento (com 30 filhotes em cada grupo e trés repeticbes de 10 filhotes cada),
sendo o primeiro grupo (T1) o grupo controle, o segundo grupo (T2) contendo apnas 5% de
lentilha-d'agua, o terceiro grupo (T3) contendo 5% de lentilha-d'agua e enzimas, o quarto grupo
(T4) contendo apenas 10% de lentilha-d'agua e o quinto e ultimo grupo (T5) contendo 10% de
lentilha-d'agua e enzimas. Ao final da pesquisa, observaram que o grupo T1 e T3 obtiveram
resultados de ganho de peso corporal mais elevados em comparagdo com 0s demais grupos
(sendo 1889,67+13,28 g no grupo T1 e 1878,65+2,02 g no grupo T3), além disso, a conversao
alimentar cumulativa foi melhor nos grupos T1 e T3 (1,74 + 0,01) em compara¢do com 0S
demais grupos (sendo 1,78 + 0,01 no grupo T2; 1,85+ 0,01 no grupo T4 e 1,78 + 0,04 no grupo
T5) e a mortalidade total registrada foi cerca de 3,3% em todos 0s grupos com excecao do grupo
T3, pois ndo houve nenhuma morte neste grupo durante o periodo experimental.

Em uma pesquisa de revisao realizados por Sosa et al. (2024) a fim de desvendarem o
valor nutricional da lentilha-d'agua para a industria de alimentos e ra¢des, foi mencionado que,
além de possuir uma gama de nutrientes e sua capacidade acumulativa de nutrientes e minerais
presentes na agua em que esta inserida, a lentilha d'agua também pode ser utilizada como um
alimento alternativo para diversos seres vivos, sendo um destes 0s porcos, visto que na literatura

é possivel encontrar diversos trabalhos cientificos relatando a aplicacdo desta planta aquatica
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na alimentacao dos suinos e os beneficios gerados a eles apds a lentilha d'dgua ser inclementada
em sua racdo (como o aumento de carne e pele, além da diminuigdo de gordura).Além isso,
apesar dos poucos estudos relacionados ao uso da lentilha d’agua como alimento humano, €
possivel encontrar na literatura diversos estudos ressaltando os beneficios que o consumo desta
planta aquatica pode trazer a satde do ser humano devido a sua gama de nutrientes (Sosa et al.,
2024).

A Camellia sinensis. Originaria da Asia, ¢ uma planta arbustiva pertencente a familia
Theaceae, do género Camellia e espécie sinensis (Marques; Santos, 2021). Historicamente, é
cultivada no Himalaia por monges budistas que preparavam bebidas utilizando as folhas da
planta. Atualmente, através de estudos farmacoldgicos e fitoquimicos, foi descoberto que a C.
sinensis € uma rica fonte de flavonoides, saponinas, taninos, compostos fenolicos e
triterpenoides (Viana; Rodrigues, 2024), além de possuir acdo antioxidante (Santos et al.,
2023), antiobesidade (Marques; Santos, 2021), dentre outras.

Tendo em vista 0 aumento da popularidade e a demanda que a espirulina vem adquirindo
no mercado e a necessidade da elaboracdo de um meio de cultura alternativo para a sua
producdo, visto que 0 meio original é complexo e de alto custo (principalmente em larga escala),
este trabalho se justifica pela elaboracéo de um meio de cultura alternativo utilizando os extratos
vegetais de Camellia sisnensis e Lemna minor para a producdo da espirulina, visando
proporcionar a esta microalga os mesmos valores nutritivos excenssiais que o meio original

(Zarrouk) possui e consequentemente garantindo uma boa producéo de sua biomassa.

1.1. Objetivo

Este estudo tem como objetivo desenvolver um meio de cultura nutritivo e econémico,
utilizando extratos vegetais de lentilhas d'agua (Lemna minor L.) e cha verde (Camellia sinensis
L.) para a producéo de espirulina (Limnospira platensis (Gomont)) (Santos et al., 2023).

Obijetivos especificos:

1) Auvaliar se 0 uso dos extratos vegetais de Lemna minor L. e Camellia sinensis L. possuem

0 potencial nutritivo necessario para a producdo da espirulina.

2) Avaliar se € possivel cultivar a espirulina em maior escala utilizando extratos vegetais

de Lemna minor L. e Camellia sinensis L.

3) Avaliar a toxicidade aguda dos extratos de Limnospira platensis cultivada em diferentes

meios de cultura.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Caracterizagdo do Organismo de Estudo

A cianobactéria Limnospira platensis foi empregada como organismo modelo neste
estudo (Figura 1. Limnospira platensis vista em Microscopio Optico, lente ocular 5x). A cepa
foi fornecida pelo Banco de Microrganismos Aidar & Kutner do Instituto Oceanogréfico da
Universidade de Sao Paulo (10-USP) e esta sendo mantida no cepéario do Laboratério de Cultivo
de Microrganismos da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), sob registro SISGen
BMAKD13. A cepa foi inicialmente cultivada em meio Zarrouk sob condig¢fes controladas de
temperatura (25°C), salinidade (20) e fotoperiodo (16:8 claro:escuro) antes de ser inoculada nos

tratamentos experimentais.

Figura 1. Limnospira platensis vista em Microscépio Optico, lente ocular 5x.

2.2. Delineamento do Estudo

Este estudo foi estruturado em quatro experimentos sequenciais e complementares. O
primeiro experimento (Experimento 1) foi realizado como um ensaio preliminar (piloto) para
avaliar o potencial do extrato de Lemna minor L. como suplemento nutricional em meio Zarrouk
modificado, permitindo a identificacdo de ajustes metodoldgicos necessarios antes da execucao
dos experimentos principais. O Experimento 2 constituiu o ensaio principal, onde foram
comparados o crescimento de L. platensis em quatro diferentes meios de cultura (Zarrouk, Meio
X, Meio Lentilha e Meio Cha Verde) sob condi¢cdes padronizadas, fornecendo os dados
cinéticos fundamentais para a avaliacdao da viabilidade dos meios alternativos. O Experimento

3 foi uma replicagdo do Experimento 2 em maior escala (5 litros), com o objetivo de gerar
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biomassa suficiente para anélises de composicdo (proteina bruta) e avaliar o consumo de
nutrientes do meio durante o cultivo, permitindo uma analise econdmica e nutricional mais
robusta. Por fim, o Experimento 4 foi realizado como um teste de seguranga do produto final,
avaliando a possivel toxicidade aguda dos extratos de espirulina cultivada em diferentes meios
de cultura utilizando nauplios de Artemia como organismo modelo de triagem ecotoxicoldgica.

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Desenvolvimento de Bioprodutos
(LADEBIO) e no Laboratério de Cultivo de Microrganismos da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), localizados no centro de Laboratorios Finep (CLF).

2.3. Experimento 1: Avaliacdo do Extrato de Lemna minor L. como Suplemento
Nutricional (ensaio preliminar/piloto)
2.3.1. Delineamento Experimental

Este experimento foi conduzido para avaliar o potencial do extrato aquoso de lentilha
d'agua (Lemna minor L.) como fonte de nutrientes suplementares em meio de cultura Zarrouk
modificado para o crescimento de L. Platenses, sendo conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, com dois tratamentos em triplicata, totalizando seis unidades experimentais.
Tratamentos:

« Zm (Controle): Meio Zarrouk modificado sem adicdo de extrato de Lemna minor L.

« ZmL (Experimental): Meio Zarrouk modificado suplementado com extrato de Lemna

minor L.

Cada unidade experimental consistiu em um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 200

mL de meio de cultura.
2.3.2. Coleta e Preparo da Biomassa de Lemna minor

A biomassa de Lemna minor L. foi coletada na Fazenda Marcante-Campeixe, localizada no
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul (coordenadas: -22.2845, -55.0499) (Figura 2.
Producdo de Lemna minor L. em tanques abertos na Fazenda Marcante-Campeixe em

Dourados, Mato Grosso do Sul).
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Figura 2. Producéo de Lemna minor L. em tanques abertos na Fazenda Marcante-Campeixe em Dourados, Mato
Grosso do Sul.

Apos a coleta, a biomassa foi submetida ao seguinte processo de preparacao:
1 Secagem: A biomassa fresca foi distribuida em bandejas e mantida em estufa de
circulacdo de ar a 50°C até completa desidratacéo.

2 Trituracdo: O material seco foi triturado mecanicamente em liquidificador até obtencéo
de um pé fino e homogéneo.

3 Extracdo Aquosa: O extrato foi obtido por decoccdo utilizando-se 2,5 g de biomassa
seca em 100 mL de agua destilada fervente, mantendo-se em infuséo por 10 min. Esse

procedimento resultou em um extrato bruto com concentracéo de 25 mg/mL (2,5% m/v).

4 Filtragdo: O extrato aquoso resultante foi filtrado através de tela de nylon (30 um) para

remocdo de residuos solidos, obtendo-se um filtrado limpido.

O extrato foi armazenado sob refrigeracao (4°C) até o momento do uso na formulacdo dos

meios de cultura.
2.3.3. Composicao dos Meios de Cultura
A composicao dos meios de cultura esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composigdo dos meios de cultura Zarrouk modificado (Zm) e Zarrouk modificado
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com extrato de Lemna minor L. (ZmL) expressa em gramas por litro de meio.

Reagente Zm (g/L) ZmL (g/L)
Ureia (CHaN20) 0,100 0,100
NaCl 1,000 1,000
KCI 0,500 0,500
MgSOa 0,200 0,200
CaClz 0,040 0,040
FeSOa4 0,010 0,010
EDTA 0,050 0,050
NaHCO:s 16,80 16,80
NPK (20:05:20) 1,750 1,750
Extrato de Lemna minor L. - 2,500 g/L*

*Q extrato bruto obtido (equivalente a 25 g/L de biomassa vegetal) foi posteriormente diluido no meio de cultura,
resultando em concentragdo final equivalente a 2,5 g/L (0,25 % (m/v)) de biomassa seca de L. minor L. ho meio
modificado.

2.3.4. Inoculacéo e Condicdes de Cultivo

Ap0s a esterilizacdo em autoclave a 121°C por 15 minutos e o resfriamento dos meios
até temperatura ambiente, a inoculacdo foi realizada em condi¢cfes assépticas, em capela de
fluxo laminar, proximo a chama de um bico de Bunsen. Um volume de 4 mL (=2% v/v) de
cultura de Limnospira platensis em final da fase exponencial foi adicionado a cada frasco
através do uso de uma pipeta graduada (10 mL) e béquer (25 mL), resultando em um volume
final de 204 mL por unidade experimental. Considerando uma absorbéancia inicial do indculo
de 0,629 e a equacdo de conversdo previamente estabelecida (biomassa seca = 1,5441 x
absorbancia), a concentracdo de biomassa da cultura utilizada como indculo foi estimada em
0,9718 g L™'. A adi¢o de 4 mL dessa cultura em um volume final de 204 mL resultou em uma
densidade inicial aproximada de 0,019 g L' de biomassa seca de Limnospira platensis. Os
cultivos foram mantidos em camara de germinacao tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand)

sob as seguintes condicdes:

» Temperatura: 30°C
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» Agitacéo: Constante, proporcionada pelo sistema de agitacdo orbital da BOD (200 rpm)

« lluminacdo: Fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro (11,21 pmol fétons m=
s fornecida por ldmpadas fluorescentes brancas)

 Periodo de cultivo: 14 dias (336 horas)

2.3.5. Monitoramento do Crescimento

O crescimento da biomassa foi monitorado diariamente por meio de leituras de
densidade dptica em espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 560 nm. As leituras
foram realizadas por um periodo de 14 dias, iniciando-se 24 horas apés a inoculacdo (tempo

Zero).

Para cada leitura, uma aliquota de 3 mL de cultura foi coletada assepticamente de cada
frasco por meio de pipetas graduadas (10 mL) e béqueres (25 mL), transferida para cubeta de
plastico com pipetas Pasteur, e submetida a leitura espectrofotométrica. O espectrofotbmetro
foi previamente zerado com o meio de cultura estéril correspondente a cada tratamento

(branco). Apds a leitura, as aliquotas foram descartadas.

Os valores de absorbancia obtidos foram registrados e utilizados para a construcéo de

curvas de crescimento ao longo do tempo de cultivo.
2.3.6. Analise Estatistica

Os dados de absorbancia foram submetidos a analise descritiva, calculando-se as medias
e desvios-padrdo para cada tratamento em cada tempo de amostragem. As curvas de
crescimento foram construidas plotando-se os valores médios de absorbancia em fungédo do
tempo de cultivo. A comparacao entre os tratamentos foi realizada por meio de anélise visual
das curvas e dos valores de biomassa nos tempos inicial (24 horas), pico de crescimento (72

horas) e final do experimento (312 horas).

2.4.Experimento 2: Avaliacdo do Crescimento em Diferentes Meios

2.4.1. Delineamento e Tratamentos

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos em triplicata, totalizando 12 unidades experimentais. Cada unidade experimental

consistiu em um frasco Erlenmeyer de 1 L com volume final de 800 mL.
Os tratamentos avaliados foram:

e Meio Zarrouk (TZ): Meio padréo, utilizado como controle positivo



19

e Meio X (TX): Meio simplificado & base de NPK, controle para os extratos
e Meio Lentilha (TL): Meio X suplementado com extrato de lentilha d'agua
e Meio Cha Verde (TCV): Meio X suplementado com extrato de cha verde

2.4.2. Preparo do Indculo

O indculo de L. platensis foi preparado em meio Zarrouk padrdo. Inicialmente, o pH foi
ajustado para 10 com NaOH e a salinidade para 20%o. com NaCl. O meio foi entdo distribuido
em trés frascos Erlenmeyer de 250 mL (200 mL por frasco), autoclavado a 121 °C por 20
minutos e, apos resfriamento até temperatura ambiente, inoculado com 20 mL (=10% v/v) de
cultura de L. platensis coletada em fase final do crescimento exponencial (densidade de
biomassa de 0,9718 g L), totalizando um volume final de 220 mL por frasco. Os frascos foram
entdo cultivados por 10 dias em incubadora BOD a 30°C até atingir novamente a fase

exponencial de crescimento, gerando o indculo para 0s experimentos principais.

2.4.3. Preparo dos Extratos Vegetais

+ Extrato de Lentilha d'Agua (Lemna minor L.)

A biomassa de Lemna minor L. foi coletada na Fazenda Mercante-Campeixe,
Dourados/MS (coordenadas: -22.2845, -55.0499), seca em estufa a 50°C e triturada em
liquidificador. A lentilha-d’agua seca e triturada foi adicionada a dgua destilada previamente
fervida, na proporcdo de 6 g para 600 mL, correspondente a 10 g/L (1% m/v). A mistura
permaneceu em infusdo por 10 minutos em beéquer (1 L) e, em seguida, foi filtrada em tela de
nylon (30 um). O extrato foi reservado em Erlenmeyer (1 L) sob refrigeracdo (4°C) até o

momento do uso.
« Extrato de Cha Verde (Camellia sinensis)

O extrato aquoso de cha verde foi preparado a partir de folhas secas adquiridas no
mercado local, utilizando-se 6 g de material seco para 600 mL de agua destilada previamente
fervida, correspondente a 10 g/L (1% m/v). A mistura permaneceu em infusdo por 10 minutos
em béquer (1 L) e, em sequida, foi filtrada em tela de nylon (30 pum). Por fim, o extrato foi

reservado em Erlenmeyer (1 L) sob refrigeracéo (4°C) até o0 momento do uso.
2.4.4. Preparo dos Meios de Cultura
A composicao detalhada de cada meio esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 Composi¢do dos meios de cultura (g/L) para o crescimento da spirulina
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(Experimento 2).

Zarrouk Meio X Meio Lentilha Meio Cha Verde
Reagente

(T2) (TX) (TL) (TCV)
K-HPO. 0,500 - - -
NaNOs 2,500 - - -
K2SO4 1,000 - - -
NaCl 1,000 Ajustado*  Ajustado* Ajustado*
MgSO4 7H-0 0,200 0,200 0,200 0,200
CaCl.-2H-0 0,040 0,040 0,040 0,040
FeSO4-7H20 0,010 - - -
EDTA 0,080 0,080 0,080 0,080
NaHCOs 16,80 16,80 16,80 16,80
Solugdo As 1,0 mL/L - - -
NPK (20:5:20) - 1,750 1,750 1,750
Ureia (CHaN:0O) - 0,100 0,100 0,100
KCI - 0,500 0,500 0,500
Extrato Vegetal - - 75 mL/L 75 mL/L

* A salinidade dos meios X, Lentilha e Cha Verde foi ajustada com NaCl para igualar a do meio Zarrouk (20%o).

Nota: O extrato bruto foi preparado a 1% (m/v). No meio de cultura, foi adicionado volume correspondente a 75
mL L™ (7,5% v/v), resultando em concentragdo final equivalente a 0,075% (m/v) de biomassa vegetal na unidade
experimental.
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2.4.5. Procedimento de Preparo

Para cada unidade experimental, foram preparados 780 mL de meio (Tratamentos TZ e
TX) ou 720 mL de meio (Tratamentos TL e TCV). Os reagentes foram dissolvidos
sequencialmente em agua destilada sob agitacdo constante. Para os Tratamentos TL e TCV,
apo6s a dissolugdo de todos os reagentes, foram adicionados 60 mL do extrato vegetal
correspondente, completando-se o volume para 780 mL.

Apos a completa dissolucdo de todos os componentes, o pH de cada meio foi aferido e
ajustado para 9,0 utilizando solugdo de NaOH. A salinidade dos meios X, Lentilha e Chéa Verde

foi ajustada para 20%o0 com adi¢do de NaCl, igualando-se a salinidade do meio Zarrouk.

Os meios foram entdo transferidos para frascos Erlenmeyer de 1L e esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Apés a esterilizacdo e o resfriamento até temperatura
ambiente, a inoculacgéo foi realizada em condicGes asséepticas, adicionando-se 20 mL de indculo
de L. platensis (coletado em fase final do crescimento exponencial, com absorbancia de 0,629
a 560 nm) previamente lavado a cada frasco, correspondendo a 2,5% (v/v) em um volume final
de 800 mL por unidade experimental. A concentracdo inicial de biomassa seca do inoculo foi
calculada a partir da absorbancia utilizando o fator de converséao de 1,5441, resultando em uma
densidade de biomassa inicial de aproximadamente 0,97 g L' no indculo e 0,024 g L' no meio

de cultivo.
2.4.6. Lavagem do Indculo

Antes da inoculacdo, a biomassa do indculo foi filtrada através de tela de nylon (30 um)
e lavada 10 vezes com agua destilada estéril utilizando pipeta Pasteur descartavel para remover
nutrientes residuais do meio de cultivo original (Figura 3. Filtracdo da biomassa de Limnospira
platenses em tela de nylon (30 um) no Laboratério de Biotecnologia dos Alimentos
(LADEBIO)). A biomassa lavada foi ressuspendida em solucéo salina estéril (NaCl 1%, pH 9)

para facilitar a transferéncia e homogeneizacao.
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Figura 3. Filtracdo da biomassa de Limnospira platensis em tela de nylon (30 um) no Laboratério de Biotecnologia
dos Alimentos (LADEBIO).

2.4.7. Condicdes de Cultivo

Os cultivos foram mantidos em bancada de laboratério sob aeracdo constante fornecida
por compressor de ar, com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro proporcionado
por lampadas fluorescentes brancas e temperatura média de 31,61 + 0,60°C (Figura 4.
Experimento 2- Cultivo de Limnospira platenses em meio Zarrouk, meio X, meio Lentilha e
meio Cha Verde sob bancada do Laboratério de Cultivo de Microrganismos). A intensidade
luminosa média registrada durante o experimento foi de 65,66 + 35,27 umol m2 s! (média £
desvio padrdo; n = 28). A luminosidade foi monitorada com luximetro Instrutherm LD-400 (em
diferentes pontos do sistema experimental). Os valores registrados em lux foram convertidos
para radiacdo fotossinteticamente ativa (umol m— s™") utilizando o fator de conversdo 54 lux =
1 umol m?2 s para luz branca. A temperatura foi monitorada com termometro digital

(Incoterm).
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Figura 4. Experimento 2- Cultivo de Limnospira platensis em meio Zarrouk, meio X, meio Lentilha e meio Cha

Verde sob bancada do Laboratorio de Cultivo de Microrganismos.

2.4.8. Monitoramento do Crescimento e Parametros Cinéticos

» Absorbancia

O crescimento foi monitorado a cada 48 horas (360 horas) durante 15 dias por meio de
leituras de densidade optica em espectrofotébmetro UV-Vis a 560 nm. Para cada leitura, uma
aliquota de 4 mL de cultura foi coletada assepticamente de cada frasco com o uso de pipetas
graduadas (10 mL) e béqueres de 25 mL. O branco utilizado foi o meio de cultura
correspondente filtrado em membrana de 0,45 um, para correcdo da cor do proprio meio. As

leituras foram realizadas em triplicata para cada amostra, e a media foi calculada.

» Peso Seco

Para analisar o peso seco dos tratamentos, em dias intercalados, foram coletados 5 mL
de amostra de cada tratamento com pipetas graduadas (10 mL) e béqueres (25 mL) previamente
esterelizados. As amostras foram filtradas utilizando papel filtro quantitativo JP42-Faixa azul
com poros de 8 uL, previamente identificado a lapis, com o auxilio de um filtro/funil de
porcelana, um Erlenmeyer de 2 L e uma bomba do tipo hidrovacuo e EVA (Figura 5. Preparacéo
de amostras coletads do meio Zarrouk, meio X, meio Lentilha e meio Cha Verde para a
realizacdo da andlise de peso seco). Todas as amostras foram lavadas cinco vezes com agua
destilada e posteriormente secas na estufa por 24 h a 60 °C. Ap0s a secagem, as amostras foram

resfriadas por 30 minutos em um dessecador e em seguida pesadas em uma balanca analitica
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(BEL, M214Al, precisdo de 0,1mg) (Figura 6. Pesagem de uma amostra do meio Zarrouk ap6s

a secagem e o resfriamento).

Figura 5. Preparagdo de amostras coletads do meio Zarrouk, meio X, meio Lentilha e meio Cha Verde para a
realizacdo da analise de peso seco.

Figura 6. Pesagem de uma amostra do meio Zarrouk apés a secagem e o resfriamento.
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A biomassa foi calculada utilizando fator de converséo previamente estabelecido:
Biomassa = 1,5441 X Abs
A partir dos dados de massa seca, foram calculados os seguintes parametros cinéticos
para cada tratamento:

1.Taxa Especifica de Crescimento Maxima (u_max): A p_max (dia™) foi determinada

pelo coeficiente angular da regressdo linear do logaritmo natural (In) da concentracdo de
biomassa versus o tempo durante a fase exponencial de crescimento.

2.Tempo de Duplicacdo (td): O tempo necessario para a duplicagdo da biomassa (em

horas) foi calculado a partir da p_max, utilizando a formula: td = (In(2) / p_max) * 24.

3.Biomassa Maxima (X_max): Corresponde ao maior valor de massa seca (g L™)

alcancado por cada tratamento durante o periodo experimental.
4.Produtividade Volumétrica (Pv): A produtividade (g L' dia') foi calculada

considerando a biomassa gerada ao longo de todo o periodo de cultivo, através da formula: Pv
= (X_final - X_inicial) / t, onde t é o tempo total de cultivo em dias.

2.4.9. Analise estétistica

Os dados de biomassa seca foram inicialmente avaliados quanto a normalidade dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e 8 homogeneidade de variancias pelo teste de Levene. Em
seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia fatorial, considerando os fatores
meio de cultura e tempo de cultivo. Quando detectadas diferencas significativas, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a andlise cinética, a taxa especifica de crescimento maxima (umax, dia™) foi
estimada pelo coeficiente angular da regresséo linear entre o logaritmo natural da biomassa seca
média e o tempo, considerando-se a fase exponencial de crescimento em cada tratamento. A
qualidade do ajuste foi avaliada pelo coeficiente de determinacao (R2). O tempo de duplicacédo
(td, h) foi calculado pela expressao td = (In2/pmax) x 24. Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software R.

2.5.Experimento 3: Producédo de Biomassa

2.5.1. Delineamento e Escala

O Experimento 3 foi uma replica¢do do Experimento 2 em maior escala, objetivando a
producdo de biomassa suficiente para analises de composicdo e avaliagdo do consumo de

nutrientes. O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos em duplicata,
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totalizando 8 unidades experimentais. As condi¢6es de inoculacdo e cultivo foram as mesmas

do Experimento 2, mantendo as mesmas propor¢des de inoculo e extrato vegetal.
Este experimento foi realizado em dois momentos com objetivos complementares:

Primeiro Cultivo: Foram utilizados frascos Erlenmeyer de 6 L com volume final de
5.000 mL de meio de cultura por unidade experimental. Apo6s o crescimento de L. platensis e
retirada da biomassa, foram realizadas andlises de proteina bruta (método de Kjeldahl) e
avaliagdo do consumo de nutrientes. Amostras de meio foram coletadas em dois momentos:
antes da inoculacdo (meio basal) e ap6s a retirada da biomassa (meio residual), sendo
encaminhadas para laboratorio especializado (Laboratério de Substrato, Campinas/SP) para
andlise dos seguintes parametros: condutividade elétrica, nitrato, fésforo, cloreto, enxofre,

am0nia, potassio, sodio, calcio, magnesio, boro, cobre, ferro, manganés e zinco.

Segundo Cultivo: Este tratamento foi replicado utilizando gales de agua de 5 L com
volume final de 4.000 mL de meio de cultura por unidade experimental (Figura 7. Producéo de
Limnospira platensis em maior escala (4L) em meio Zarrouk, meio X, meio Lentilha e meio
Cha Verde). Nesta etapa, as andlises de nutrientes foram limitadas aos elementos-chave
potassio, sulfato e fosforo, realizadas utilizando kits para fotocolorimetria da marca Alfakit,
conforme protocolos fornecidos pelo fabricante. A biomassa obtida neste segundo cultivo foi
utilizada para o preparo de extratos de espirulina destinados ao teste de toxicidade (Experimento
4).

Figura 7. Produgdo de Limnospira platensis em maior escala (4L) em meio Zarrouk, meio X, meio Lentilha e meio
Cha Verde.
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2.5.2. Preparo dos Meios de Cultura

Os meios de cultura foram preparados utilizando agua destilada e reagentes de grau
analitico. Nos Tratamentos TX (Meio X), TL (Lentilha-d'agua) e TCV (Cha Verde), foi
utilizado fertilizante NPK (20:5:20) como fonte de nutrientes em substituicdo aos componentes
inorganicos do meio Zarrouk. Cada reagente foi pesado em balanca analitica (precisdo de
0,0001 g) e dissolvido sequencialmente em agua destilada, seguindo a ordem especificada na
Tabela 2. Apo6s a completa dissolucdo de todos os reagentes, a salinidade foi ajustada para 20%o
com adicdo de NaCl e o pH foi ajustado para 9,0 com solugdo de NaOH em todos os

tratamentos.

Para os Tratamentos TL e TCV, além do NPK, foram adicionados 375 mL de extrato
vegetal (preparado a 1% m/v) por 4.625 mL de meio base, resultando em uma proporc¢éo final
de 7,5% (v/v) de extrato. Os meios foram entéo transferidos para frascos Erlenmeyer de 6 L
(Cultivo 1) ou galdes de 5 L (Cultivo 2) e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Ap0s resfriamento até temperatura ambiente, a inoculacdo foi realizada em condicOes
assépticas, adicionando-se 125 mL de inoculo de L. platenses (coletado em fase final do
crescimento exponencial, com absorbancia de 0,6293 a 560 nm e densidade de biomassa seca

de 0,97 g L") a cada frasco, correspondendo a 2,5% (v/v).

Cultivo 1: O volume final foi de 5.000 mL de meio de cultivo, resultando em uma

densidade inicial de biomassa de aproximadamente 0,024 g L™".

Cultivo 2: Foi preparado um volume total de 5.000 mL de meio, sendo 4.000 mL
transferidos para galdes de 5 L para o cultivo (densidade inicial de 0,030 g L™") e 1.000 mL

reservados para analises de nutrientes e cultivos complementares.

A composicdo detalhada dos meios esta apresentada na Tabela 2. O meio Zarrouk (TZ)
mantém a formulacao padrdo sem NPK. Os meios TX, TL e TCV utilizam NPK (20:5:20) como
fonte de nutrientes. Adicionalmente, os meios TL e TCV recebem extrato vegetal como

suplemento nutricional.

2.5.3. Coleta de Amostras para Analise de Nutrientes

« Amostras Pré-Inoculacao

Antes da divisdo nas unidades experimentais e da inoculacdo, foram coletadas amostras

de 150 mL de cada meio preparado (totalizando 4 amostras: 1 de Zarrouk, 1 de Meio X, 1 de
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Lentilha, 1 de Cha Verde). As amostras foram transferidas para frascos plésticos previamente

identificados e armazenadas em freezer (-20°C) até o envio para analise laboratorial.
¢ Amostras P6s-Cultivo

Ao final do experimento, a biomassa de cada unidade experimental foi filtrada através
de tela de nylon (30 pum). Foram coletadas amostras de 100 mL do sobrenadante (meio pds-
cultivo) de cada unidade (8 amostras). As amostras foram transferidas para frascos plasticos de
500 mL previamente identificados, armazenadas em refrigerador (4°C) até o envio para analise
laboratorial. As amostras pré e pos-cultivo (primeiro cultivo) foram enviadas para analise em
laboratdrio terceirizado (Laboratério de Substrato, Campinas/SP) para andlise de:
condutividade elétrica, nitrato, foésforo, cloreto, enxofre, aménia, potéssio, sodio, célcio,

magnésio, boro, cobre, ferro, manganés e zinco.

Ja no segundo cultivo foi realizada a analise de macronutrientes (sulfato, fosfato,
potassio). Para tal analise, foram utilizados os kits de analises da Spectrokit da empresa Alfakit
e um fotocolorimetro, cada kit vem acompanhado do protocolo de anélise.

2.5.4. Quantificacédo de Proteina Bruta

Ao final do cultivo, a biomassa de cada tratamento foi filtrada em tela de nylon (30 pum),
pesada em balanca analitica e seca em estufa a 45°C por 48 horas. Apds a secagem, a biomassa

foi moida até obtencdo de um pé fino e homogéneo.

Amostras de 0,300 a 0,315 g de biomassa seca foram analisadas para determinacdo do
teor de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl (1883), no Laboratorio de Nutricdo Animal
(NUC) da UFGD. O teor de proteina bruta foi calculado multiplicando-se o teor de nitrogénio

total pelo fator de conversdo de 6,25.
2.5.5. Analise Estatistica

Os dados de proteina bruta foram analisados considerando delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e duas repeti¢des por tratamento. Inicialmente, avaliou-se
a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias pelo
teste de Bartlett. Apds atendimento aos pressupostos, os dados foram submetidos a anéalise de
variancia (ANOVA) e, qguando observadas diferencas significativas, as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados das analises quimicas dos meios no primeiro cultivo foram interpretados

de forma descritiva, uma vez que a condicéo inicial de cada tratamento foi representada por
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amostra composta Unica antes da distribuicdo nas unidades experimentais. Ja os dados de
potéssio, sulfato e fésforo do segundo cultivo foram submetidos a analise de variancia, seguida
de comparacdo de médias quando aplicavel. Todas as analises foram realizadas no software R.

2.6.Experimento 4: Teste de toxicidade do extrato de espirulina cultivado em diferentes

meios de cultura
2.6.1. Organismo teste

O bioensaio foi conduzido com nduplios recém-eclodidos de Artemia salina, amplamente

utilizados como organismo modelo em ensaios preliminares de toxicidade e triagem bioldgica,
devido a facilidade de obtencdo, sensibilidade experimental e reprodutibilidade dos resultados
(Santos et al., 2023).
2.6.2. Delineamento e tratamentos

O experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar a toxicidade aguda dos extratos de
Limnospira platensis cultivada em diferentes meios de cultura, bem como explorar um possivel

efeito protetor desses extratos sobre a sobrevivéncia dos nauplios.

Para a avaliacdo entre extratos, adotou-se delineamento inteiramente casualizado em arranjo
fatorial, com dois fatores experimentais: tratamento, com quatro niveis correspondentes aos
extratos obtidos a partir dos meios X, cha verde (CV), Zarrouk (Z) e Lemna (L); e concentracao,
com quatro niveis (0,25; 0,50; 1,0 e 1,5 mg mL™"). Cada combinag¢ao tratamento x concentragao

foi composta por trés repeticdes independentes.

Adicionalmente, foi incluido um tratamento controle negativo, constituido apenas por agua
salinizada, com seis repeticbes. Em cada unidade experimental, foram distribuidos nauplios
viaveis de A. salina, sendo registrados ao final do periodo experimental 0 ndmero de
organismos vivos e mortos. A sobrevivéncia foi calculada pela razdo entre o nimero de

individuos vivos e o nimero total de organismos presentes em cada repeticdo
2.6.3. Eclosd@o dos nauplios de Artemia

Os cistos comerciais de Artemia salina foram inicialmente hidratados por 2 h em agua
salinizada. Em seguida, foram desinfetados com solucdo contendo 100 ppm de cloro ativo
durante 10 min e posteriormente lavados em agua doce até completa remocéo do odor de cloro,

utilizando peneira de 20 pm.

Ap0s essa etapa, os cistos foram incubados em agua salgada artificial preparada com 30
g L' de NaCl e 2 g L' de bicarbonato de sodio. A eclosdo foi conduzida na propor¢do de 1 g

de cistos por litro de solugdo, sob iluminag&o continua (~1000 lux), temperatura controlada de
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25 °C e aeracdo constante. Ap6s 24 h, os nduplios recém-eclodidos foram separados dos cistos
ndo eclodidos por fototropismo positivo, coletados com pipeta Pasteur estéril e transferidos para

agua salgada fresca.
2.6.4. Preparo das Solugdes de Teste

Ao final da fase exponencial de crescimento, a biomassa de L. platensis cultivada nos
diferentes meios foi lavada em agua salinizada a 1%, filtrada em tela de nylon de 30 um e seca
em estufa a 45 °C por 48 h. Ap6s a secagem, a biomassa foi triturada até obtencdo de p6 fino e

homogéneo.

Para obtencdo do extrato, a biomassa seca foi suspensa em &gua deionizada na
concentragdo de 10 mg mL™!, sob agitagdo magnética por 10 min. Em seguida, a suspensao foi
submetida a sonicacdo em cuba ultrassénica (40 kHz) por 15 min e posteriormente centrifugada
a 4800 rpm por 15 min. Ao final do processo, o sobrenadante foi separado e utilizado como

solucgéo-estoque dos extratos.

Figura 8. Extrato vegetal de biomassa de Limnospira platensis cultivada em diferentes meios de cultura.

As solugdes experimentais foram preparadas em 4agua salinizada a 30 g L' de NaCl, nas

concentragdes de 0,25; 0,50; 1,0 e 1,5 mg mL™", a partir da dilui¢do da solucdo-estoque.
2.6.5. Montagem do Bioensaio

Os bioensaios foram montados em duas placas de Elisa de 24 pogos. Em cada poco
foram adicionados 1000 pL da solucéo-teste ou da solucdo controle, seguidos da introducgdo
dos nauplios viaveis. As placas foram mantidas por 24 h a 25 °C, sob iluminag&o difusa e sem

alimentacéo adicional.
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Figura 9. Placa de Elisa contendo solugcfes experimentais do extrato vegetal da biomassa de Limnospira platensis

cultivada em diferentes meios de cultura nas concentra¢@es de 0,25; 0,50; 1,0 e 1,5 mg mL.

2.6.6. Avaliacdo da Mortalidade

Apos 24 h de exposicao, os nauplios foram avaliados sob microscopio estereoscopico.
Foram considerados mortos 0s organismos sem movimento espontaneo e sem resposta ao

estimulo mecanico leve. A mortalidade foi obtida pela equacdo: Mortalidade (%) =

Numero de nauplios mortos

% 100 e a sobrevivéncia calculada de forma complementar.

Numero total de nauplios
2.6.7. Andlise Estatistica

Os dados de sobrevivéncia foram analisados por meio de modelos lineares
generalizados (GLM) com distribuicdo binomial e fungéo de ligacao logit, utilizando-se como
variavel resposta 0 nimero de organismos vivos e mortos em cada repeticdo. Para avaliar a
toxicidade entre os extratos, ajustou-se um modelo contendo os fatores tratamento,
concentracdo e sua interacdo, excluindo-se o controle, uma vez que este nao apresentava
estrutura de doses. A significancia dos efeitos foi testada por analise de deviance com teste do

qui-quadrado.

Adicionalmente, para explorar um possivel efeito protetor dos extratos sobre a
sobrevivéncia dos nauplios, ajustou-se um segundo modelo contendo apenas o fator tratamento,
incluindo o controle e 0s quatro extratos. A partir desse modelo, foram obtidas as probabilidades
estimadas de sobrevivéncia, os contrastes entre cada extrato e o controle e as respectivas razoes

de chances (odds ratio), com ajuste de comparac6es pelo método de Dunnett.

A adequacédo dos modelos foi avaliada pelo indice de dispersdo residual, calculado pela
razdo entre a deviance residual e os graus de liberdade residuais. Todas as analises foram

realizadas no software R.
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3. Resultados
3.1.Experimento 1: Avaliacdo do Extrato de Lemna minor como Suplemento Nutricional
Os resultados do ensaio piloto (Figura 1 e Tabela 3; Anexo 1) demonstraram que 0 meio
ZmL promoveu um crescimento superior em comparagao a0 meio Zm nas primeiras 72 horas
de cultivo. A biomassa no tratamento ZmL atingiu um pico de absorbancia média de 0,905 em
72 horas, enquanto o tratamento Zm alcangou apenas 0,162. No entanto, 0 experimento
apresentou limitacdes metodoldgicas significativas que comprometeram a validade dos
resultados: 1. Declinio da Biomassa: Ap6s 0 pico em 72 horas, ambos os tratamentos exibiram
um declinio acentuado da biomassa, sugerindo morte celular. 2. Falha do Controle: O meio
controle (Zm) ndo sustentou o crescimento, com um declinio de até 83% da biomassa inicial,
invalidando-o como base de comparacgéo. 3. Alta Variabilidade: Observou-se uma alta variagdo
entre as replicas, especialmente no tratamento ZmL, onde a absorbancia inicial variou de 0,117
a 0,570 (diferenca de 387%), indicando falha na padronizacdo do inéculo. 4. Problemas
Operacionais: Ocorreram interrupgdes no fornecimento de energia durante o periodo

experimental, afetando a agitacéo e a temperatura das culturas.
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Figura 10. Crescimento de Limnospira platensis avaliado por absorbancia ao longo do tempo em meio Zarrouk
modificado (Zm) e em Zarrouk modificado suplementado com extrato de Lemna minor L. (ZmL). As curvas
representam réplicas independentes de cada tratamento.
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A andlise dos valores médios evidencia comportamentos contrastantes entre 0s
tratamentos. No meio Zarrouk modificado sem suplementagéo (Zm), observou-se reducdo de
81,3% da absorbancia ao final do cultivo, indicando perda significativa de biomassa ap6s o pico
inicial. Em contraste, 0 meio suplementado com extrato de Lemna minor (ZmL) apresentou
incremento de 98,7% na absorbancia final em relagcdo ao valor inicial, demonstrando efeito
positivo da suplementacdo vegetal sobre o crescimento e a manutencdo da biomassa de L.
platensis.

Tabela 3. Valores médios de absorbancia inicial, pico de crescimento, valor final e variagdo
percentual do crescimento de Limnospira platensis cultivada em meio Zarrouk modificado
(Zm) e em Zarrouk modificado suplementado com extrato de Lemna minor L. (ZmL).

Absorbancia inicial Pico de Absorbancia final Crescimento
Tratamento )
(24 h) crescimento (72 h) (312 h) (%)
Zm (média) 0,129 0,162 0,024 —81,3
ZmL
o 0,302 0,905 0,600 +98,7
(média)

Nota: O crescimento percentual foi calculado com base na variacdo entre a absorbancia inicial (24 h) e a
absorbancia final (312 h), considerando as médias das réplicas de cada tratamento.

Este ensaio piloto, apesar de suas limitagdes, foi um passo crucial no desenvolvimento
da pesquisa, permitindo a identificacdo e correcdo de falhas metodologicas e reforcando a
hipdtese de que o extrato de Lemna minor L. poderia ser uma alternativa viavel. A seguir, serdo
apresentados os resultados dos experimentos principais, conduzidos com a metodologia

aprimorada.

3.2.Experimento 2: Avaliacdo do Crescimento em Diferentes Meios
Validacdo da relacdo entre absorbancia e biomassa
A relacdo entre densidade dptica (560 nm) e biomassa seca de Limnospira platensis foi
determinada por regressdo linear. A equacdo obtida foi: y=1,5441x com coeficiente de
determinacdo R2 = 0,94, indicando forte relacdo linear entre as varidveis e permitindo a
conversao confiavel dos valores de absorbancia em concentracéo de biomassa seca.
Efeito do meio de cultura sobre o crescimento
A anélise de normalidade dos residuos indicou desvio significativo da distribuicdo

normal (Shapiro-Wilk, p < 0,05), enquanto o teste de Levene confirmou homogeneidade das
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variancias entre os tratamentos (p > 0,05). ANOVA é robusta a desvios moderados da
normalidade. A anélise de variancia fatorial indicou efeito significativo do tempo de cultivo (F
= 225,50; p < 0,001), do tipo de meio de cultura (F = 51,14; p < 0,001) e da interacdo entre
esses fatores (F = 5,02; p < 0,001) sobre a biomassa de L. platensis.

Nas primeiras 72 h de cultivo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos (p > 0,05). A partir de 96 h, 0 meio Zarrouk apresentou maior biomassa, atingindo
1,12 £0,21 g L', mantendo superioridade até aproximadamente 168 h (Tabela 4).

Entre 216 h e 264 h, os meios alternativos apresentaram crescimento acelerado,
reduzindo as diferencas observadas anteriormente. Nas avaliagdes finais (312—360 h), todos os
tratamentos convergiram para valores semelhantes de biomassa (1,74-1,92 g L"), indicando
gue os meios alternativos foram capazes de sustentar crescimento equivalente ao meio padrao

quando o periodo de cultivo foi prolongado.

Tabela 4. Biomassa seca média (+ desvio-padrédo) de Limnospira platensis (g L™!) ao longo do
tempo de cultivo em diferentes meios

Tempo de cultivo Zarrouk Chaverde Lentilha-d’agua Meio X

(h) (gL™) (gL™) (gL™) (gL™)

24 0,22 +0,032 0,18 +0,02¢ 0,18 + 0,032 0,16 £ 0,012
48 0,55+0,322 0,27 +0,05¢ 0,23 +0,072 0,19 +0,072
72 0,82 +0,04¢ 0,32+0,13> 0,29 +0,13" 0,30 £ 0,15
96 1,12+0,21> 0,40+0,28 0,34 +0,21" 0,26 £ 0,16
120 1,39 +£0,252 0,48 +£0,27> 0,55+ 0,00 0,39+ 0,33
168 1,69 +£ 0,060 0,98 +0,16> 0,92+0,11° 0,81 £ 0,23
216 1,81 £0,022 1,56+0,1520 1,28 £0,14b 1,19+ 0,07¢
264 1,79+ 0,012 1,76 +£0,052> 1,69 £ 0,112 1,52 +0,16¢
312 1,78+ 0,012 1,85+0,012 1,94+ 0,032 1,92 +0,312
360 1,74 £0,000 1,76 +0,01= 1,78 + 0,092 1,75+ 0,072

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os meios (ANOVA seguida de teste de
Tukey, p < 0,05).

Curvas de crescimento
As curvas de crescimento obtidas ao longo do cultivo evidenciam padrdes distintos entre
os meios avaliados (Figura 2). O meio Zarrouk apresentou crescimento inicial mais rapido, com
antecipacdo da fase exponencial, enquanto os meios alternativos apresentaram crescimento
mais gradual.
Apesar da diferenca na velocidade inicial de crescimento, todos os tratamentos

atingiram biomassa final semelhante ao final do periodo experimental.
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Figura 11. Curvas de crescimento da biomassa seca de Limnospira platensis (g L™) ao longo do tempo de cultivo
em diferentes meios (Zarrouk, Cha verde, Lentilha-d’agua e Meio X). Os pontos representam as médias e as barras
verticais o desvio-padrdo. Diferencas estatisticas entre tratamentos em cada tempo estdo apresentadas na Tabela 3
(ANOVA seguida de teste p6s-hoc, p < 0,05).

Ajuste do modelo logistico

As curvas experimentais foram ajustadas ao modelo logistico de crescimento, que
apresentou elevado coeficiente de determinacao (0,936 <R? <0,972), indicando bom ajuste do
modelo aos dados experimentais (Tabela 5).

O parametro de biomassa méaxima estimada variou entre 1,78 ¢ 1,97 g L' entre os
tratamentos. O meio Zarrouk apresentou menor tempo de inflexdo da curva (78 h), indicando
crescimento inicial mais rapido, enquanto os meios alternativos apresentaram inflexdo mais
tardia (158-188 h).

Tabela 5. Equac6es do modelo logistico ajustado as curvas de crescimento da biomassa seca de
Limnospira cultivada em diferentes meios de cultura. O coeficiente de determinacao (R?) indica
0 grau de ajuste do modelo aos dados experimentais.

Tratamento Equacao ajustada (R?)

Cha verde Y= — 0.956
Lemna Y = 0.972
X Y = e 0.936
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Tratamento Equacéo ajustada (R?
1.785
Zarrouk Y = T Swrsoei7s 0.952

Parémetros cinéticos de crescimento

Os parametros cinéticos calculados para cada meio de cultura estdo apresentados na
Tabela 6. O meio Zarrouk apresentou maior taxa especifica de crescimento (umax = 0,932 dia™!)
e menor tempo de duplicagdo (17,9 h), evidenciando crescimento celular mais rapido.

Entretanto, 0os meios alternativos apresentaram biomassa maxima superior, destacando-
se o meio X (1,983 g L") e o meio contendo extrato de lentilha-d’agua (1,943 g L™'). A
produtividade volumétrica foi semelhante entre os tratamentos, variando entre 0,109 e 0,114 g
L' dia™.

Tabela 6. Parametros cinéticos de crescimento de L. platensis nos diferentes meios.

Parametro Zarrouk ChaVerde Lentilha-d'agua X (NPK)
1_max (dia™) 0,932 0,393 0,481 0,468
Tempo de Duplicacgéo (h) 17,9 42,3 34,6 35,6
Biomassa Maxima (g L™) 1,807 1,853 1,943 1,983
Produtividade (g L' dia™) 0,109 0,113 0,114 0,113

3.3.Experimento 3: Producédo de Biomassa para Analises

A composicdo quimica dos meios de cultura antes da inoculacao e apds o cultivo de
Limnospira platensis no primeiro cultivo encontra-se apresentada na Tabela 7. De modo geral,
observou-se que a magnitude e a direcdo das alteracbes quimicas variaram entre 0S meios,
indicando padrdes distintos de consumo, retencdo ou aumento aparente dos nutrientes ao final
do cultivo.

No meio Zarrouk, verificou-se reducdo na concentracdo da maioria dos nutrientes
avaliados, incluindo nitrato, fosforo, enxofre, aménia, potassio, magnésio e micronutrientes
como boro, cobre, ferro, manganés e zinco. O célcio apresentou queda acentuada, com valor

final abaixo do limite de deteccéo analitica. Em contraste, observou-se aumento expressivo na
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concentracdo de cloreto e discreto aumento da condutividade elétrica.

No meio suplementado com extrato de lentilha-d’agua, também foram observadas
reducbes em nitrato, fésforo, cloreto, aménia, potassio e magnésio. Por outro lado, alguns
componentes apresentaram manutencdo ou leve aumento, como enxofre, sédio, cobre e zinco.

No meio X, o comportamento foi distinto, com aumento aparente na concentracdo de
varios nutrientes ao final do cultivo, incluindo nitrato, cloreto, enxofre, amdnia, potéssio, sédio,
boro e cobre. Em contrapartida, calcio, magnésio, ferro e manganés apresentaram reducao.

De forma geral, os dados indicam que, além do consumo celular de nutrientes durante o
crescimento, podem ter ocorrido processos adicionais afetando a composicao final do meio,
como concentracdo por evaporacdo, liberacdo de compostos dissolvidos pela biomassa,
mineralizacdo de fracbes organicas e contribuicdo residual de nutrientes provenientes do

inoculo.



Tabela 7. Resultados analiticos das amostras antes e apds o cultivo de Limnospira platensis (mg L™, exceto CE)

Amostra CE (dS m™) Nitrato Fosforo Cloreto Enxofre Amonia Potéssio Sédio Calcio Magnésio Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
Zarrouk — inicial 10,5 963,6 180,9 74,9 499,2 155 13389 14255144 315 11,202 0,7 1,2 0,5
Zarrouk — final 11,4 909,2 155,8 1246,1 442,8 7,8 1228,5 1400,6 <0,01 11,2 86 01 04 02 0,3
Lentilha-d’agua — inicial 17,5 23,3 62,6 85733686 194,3 1380,3 1090,2 <0,01 37,8 05 01 06 04 0,3
Lentilha-d’agua — final 14,4 7,8 47,4 6581,7 69,0 124,3 13435 1120,5<0,01 30,0 04 03 06 03 04
Meio X —inicial 11,0 11,7 259 475,7 20,9 575 346,2 271,8 13,0 149 1,0 0,00 04 01 0,2
Meio X — final 14,0 108,8 250 5751 24,8 116,6 728,1 1104499 6,1 39 01 01 <0,01 0,2
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Métodos analiticos: nitrogénio amoniacal e nitrato determinados por destilagdo; potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), fésforo (P), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe),

manganés (Mn) e zinco (Zn) determinados por ICP-OES; bicarbonato determinado por titulagdo potenciométrica. CE = condutividade elétrica.
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A Tabela 8 e a Figura 3 evidenciam que o meio Zarrouk apresentou reducdes moderadas
para a maior parte dos macronutrientes, enquanto o meio de lentilha-d’agua apresentou forte
reducdo de nitrato e reducGes intermediarias para fésforo, aménia e magnésio. Ja 0 meio X
apresentou elevacgdo percentual expressiva para diversos elementos, o que dificulta interpretar

esses resultados exclusivamente como balango de consumo.

Tabela 8. Variacdo percentual (%) dos parametros quimicos entre o inicio e o final do cultivo
de Limnospira platensis

Parametro Zarrouk (%) Lentilha-d’agua (%) Meio X (%)

CE (dSm™) +8,6 -17,7 +27,3
Nitrato -5,6 —66,5 +830,8
Fésforo -13,8 —24.3 -3,5
Cloreto +1563,7 -23.2 +20,9
Enxofre -11,3 +0,6 +18,7
Ambdnia —49,7 -36,0 +102,8
Potassio -8,2 -2,7 +110,3
Sadio -1,7 +2,8 +306,4
Calcio ND ND -23.8
Magnésio —64,4 -20,6 -59,1
Boro —23,2 -20,0 +290,0
Cobre -50,0 +200,0 +900,0
Ferro —42,9 0,0 =75,0
Manganés —83,3 -25,0 ND
Zinco -40,0 +33,3 0,0

Nota: A variaggo percentual foi calculada com base nas concentragdes iniciais e finais (mg L™). Valores
marcados como ND indicam impossibilidade de céalculo devido a concentrages abaixo do limite de detecgao
analitica (<0,01 mg L ™).



40

Zinco

Sddio

Potassio

Mitrato

Manganés

Meio de cultura

. Lentilha
. Meiox
I zarouk

Magnésio

Fdsforo

Nutrignte

Ferro

Enxofre

Cobre

Cloreto

Boro :—
Com

“,...P_.

Aménia

500 1000 1500
Variac&o percentual (%)

Figura 12. Variacdo percentual da concentracdo de nutrientes nos meios de cultura apds o cultivo de Limnospira
platensis. Valores negativos indicam reducdo da concentracdo no meio ao final do cultivo, enquanto valores
positivos indicam aumento da concentracdo em relagdo aos valores iniciais.
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Figura 13. Eficiéncia de remoc&o (%) dos nutrientes nos diferentes meios de cultura ap6s o cultivo de Limnospira
platensis. Os valores representam a redugdo percentual da concentracéo de cada nutriente em relacdo aos valores
iniciais. Maiores valores indicam maior remocao do nutriente do meio ao final do cultivo.
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Proteina Bruta da biomassa

A andlise de variancia indicou efeito significativo dos tratamentos sobre o teor de
proteina bruta da biomassa de L. platensis (ANOVA, F(3,4) =218,3; p < 0,001). A normalidade
dos residuos foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk (W = 0,9858; p = 0,9859), e a
homogeneidade das variancias foi atendida pelo teste de Bartlett (K2 = 6,47; p = 0,091).

A comparacdo de médias pelo teste de Tukey mostrou que o tratamento Z apresentou o
maior teor de proteina bruta, diferindo significativamente dos demais tratamentos. Os
tratamentos CV e Lemna néo diferiram entre si, enquanto o tratamento X apresentou o0 menor

valor de proteina bruta.

Tabela 9. Teor de proteina bruta (%) da biomassa nos diferentes tratamentos. Valores expressos
como média * desvio padrdo (n = 2). Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Tratamento Proteina bruta (%)

Z 66,98 + 0,02 a
Cv 49,85+1,88D
L 46,13+ 0,56 b
X 41,83 +0,76 C

Nutrientes residuais do segundo cultivo

No segundo cultivo, as concentrac@es residuais de potassio, sulfato e fésforo apés a
remocdo da biomassa estdo apresentadas na Tabela 10. Observou-se elevada variabilidade entre
réplicas, especialmente para potassio no meio Zarrouk e no meio X, e para sulfato no meio X e

no meio Chéa Verde.

Tabela 10. Concentracao residual de potassio, sulfato e fosforo nos meios apds o cultivo de
Limnospira platensis

Tratamento K (mg/L) SO+* (mg/L) P (mg/L)

Zarrouk 130,30 = 77,36 178,80 = 75,69 9,33+£0,74

Meio X 61,95+ 69,23 407,76 + 246,79 19,86 + 2,16
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Tratamento K (mg/L) SO+ (mg/L) P (mg/L)
Cha Verde 0,00 + 0,00 374,49 + 215,93 17,38 + 1,02
Lentilha d'dgua 299,90 + 95,12 143,85 + 33,16 11,38 + 0,66

A andlise de variancia indicou diferenca significativa entre os tratamentos para potassio
residual (F = 6,75; p = 0,048) e fosforo residual (F = 29,30; p = 0,004). Para o potassio, 0
tratamento Cha Verde apresentou esgotamento completo do nutriente, enquanto o tratamento
com extrato de lentilha-d’agua apresentou os maiores valores residuais. Para fosforo, os maiores
valores residuais foram observados nos meios X e Cha Verde. Para sulfato, a elevada disperséo

dos dados entre as repeticdes limitou a interpretacdo comparativa entre os tratamentos.

3.4.Experimento 4: Teste de toxicidade do extrato de espirulina cultivado em diferentes
meios de cultura

A analise descritiva evidenciou menor sobrevivéncia no tratamento controle em relacao
a todos os tratamentos contendo extratos de L. platensis. O controle apresentou sobrevivéncia
média de 65,5 + 18,0%, enquanto os extratos provenientes dos meios X, CV, Z e L apresentaram
sobrevivéncia média de 97,1 + 4,35%, 97,7 + 4,25%, 97,1 + 4,35% e 100,0 + 0,0%,
respectivamente. Em relacéo ao controle, esses valores corresponderam a incrementos de 31,6
pontos percentuais para X e Z, 32,2 pontos percentuais para CV e 34,5 pontos percentuais para
L.

Tabela 11. Sobrevivéncia média dos nauplios de Artemia salina expostos aos extratos de
Limnospira platensis cultivada em diferentes meios

Diferenca
Vivos Mortos Total de Sobrevivéncia VS.
Tratamento n ) ] ] ] DP
totais(24h) totais organismos média (%) controle
(p-p.)
Controle 6 34 19 53 65,5 18,0 0,0
X 12 124 4 128 97,1 435 31,6

Ccv 12 131 3 134 97,7 4,25 32,2
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Diferenca
Vivos Mortos Total de Sobrevivéncia VS.
Tratamento n ] ] ] o P
totais(24h) totais organismos média (%) controle
(p.p.)
Z 12 124 4 128 97,1 435 31,6
L 12 134 0 134 100,0 0,0 34,5
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Figura 14. Relacdo entre a quantidade de Artemia salina viva e a concentragcdo do extrato de Limnospira
platensis aplicada (0 mL; 0,25 mL; 0,50 mL; 1 mL e 1,5 mL). As caixas representam os valores entre o primeiro
e o terceiro quartil, a linha que separa as caixas representa o valor central dos dados, os tracos a baixo e a cima das
caixas representam os limites inferiores e superiores.

Na andlise exploratoria incluindo o controle, o modelo binomial indicou efeito
altamente significativo do fator tratamento sobre a sobrevivéncia dos nauplios (deviance =
66,715; gl = 4; p < 0,0001). A deviance residual foi de 32,445 com 49 graus de liberdade,
resultando em indice de dispersdo de 0,662, indicando bom ajuste do modelo aos dados.

As probabilidades estimadas de sobrevivéncia foram de 0,642 para o controle, 0,969
para os tratamentos X e Z, 0,978 para CV e 1,000 para L. Os contrastes entre tratamentos e
controle mostraram que os extratos X, CV e Z aumentaram significativamente a chance de

sobrevivéncia dos nauplios em relagdo ao controle, com odds ratio de 17,0 para X, 24,0 para
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CV e 17,0 para Z (p < 0,0001 em todos os casos). Para o tratamento L, embora tenha sido
observada sobrevivéncia de 100% em todas as repeti¢des, 0 contraste em relagéo ao controle
apresentou estimativa instavel em razdo da auséncia total de mortalidade, o que impediu
inferéncia estatistica confiavel por esse método.

Quando a andlise foi restrita apenas aos extratos, a interagdo entre tratamento e
concentragdo nao foi significativa (> = 1,578; p = 0,9965), assim como o efeito isolado da
concentragdo (y2 = 0,222; p=0,9740). O fator tratamento apresentou efeito marginalmente ndo
significativo (* = 6,840; p = 0,0772). O modelo apresentou deviance residual de 23,944 com
32 graus de liberdade, resultando em indice de dispersdo de 0,748.

As probabilidades estimadas de sobrevivéncia dentro de cada dose permaneceram
elevadas e bastante homogéneas entre os extratos, variando entre 0,967 e 1,000. A anélise
simplificada do efeito de dose, considerando todos os extratos em conjunto, confirmou a
auséncia de resposta dose-dependente (x> = 0,230; p = 0,9726).

Em conjunto, os resultados indicam que os extratos de L. platensis ndo apresentaram
toxicidade aguda nas concentracOes testadas e, adicionalmente, promoveram sobrevivéncia

superior a observada no controle.

4. Discussao

Os resultados obtidos demonstram que meios alternativos baseados em fertilizante
NPK, suplementados ou ndo com extratos vegetais, sdo capazes de sustentar o crescimento de
Limnospira platensis até niveis de biomassa semelhantes ou superiores aos obtidos no meio
padrdo Zarrouk, desde que o periodo de cultivo seja suficientemente longo. A analise temporal
evidenciou que o meio Zarrouk promove crescimento inicial significativamente mais rapido,
enquanto os meios alternativos apresentam crescimento mais gradual, porém sustentado ao
longo do cultivo. Este padrdo de dindmica de crescimento diferenciada entre meios sintéticos e
alternativos foi também observado em estudos com outras microalgas, como Ankistrodesmus
gracilis, onde meios baseados em macrofitas como Lemna minor L. apresentaram fase de
crescimento exponencial prolongada (até o 25° dia) em compara¢do com meios comerciais,
demonstrando a capacidade de suporte nutricional prolongado de sistemas baseados em fontes
vegetais (Sipauba-Tavares et al., 2018).

A biomassa méxima observada no meio Zarrouk (1,74-1,80 g L) encontra-Se dentro
da faixa reportada para cultivos laboratoriais em frascos Erlenmeyer sob aeracéo e iluminacgéo
controladas, geralmente entre 1,5 ¢ 2,0 g L' de biomassa seca, dependendo das condicOes de

cultivo e da cepa utilizada (Belay, 2013; Becker, 2013; Habib et al., 2008). Esses valores
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confirmam que as condi¢cOes experimentais adotadas neste estudo foram adequadas para o
crescimento da cianobactéria.

A taxa especifica de crescimento maxima observada no meio Zarrouk (p_max = 0,932
dia™) foi aproximadamente duas vezes superior a registrada nos meios alternativos (0,393—
0,481 dia™'). Esse comportamento esta diretamente relacionado a composigdo quimica do meio
Zarrouk, que fornece nitrogénio, fosforo e micronutrientes em formas altamente biodisponiveis,
como nitrato de sodio (NaNOs) e fosfato de potassio (K2HPO4). A disponibilidade imediata
desses nutrientes favorece a rapida assimilagdo celular e acelera a fase exponencial de
crescimento, fendbmeno amplamente descrito para cultivos de Arthrospira/Limnospira em
meios sintéticos completos (Zarrouk, 1966; Becker, 2013; Belay, 2013). Em contraste, meios
baseados em melagos demonstraram produtividades de 0.098 g/L/dia com melagos em p6 e
0.066 g/L/dia com melagcos em forma liquida, ainda superiores aos 0.045 g/L/dia obtidos em
cultivo autotrofico (Andrade & Costa, 2008).

Por outro lado, os meios alternativos baseados em NPK apresentaram crescimento
inicial mais lento, possivelmente devido a necessidade de transformacgdo ou solubilizacdo
parcial de nutrientes presentes no fertilizante e nos extratos vegetais. Em fertilizantes agricolas,
parte do nitrogénio pode estar presente em formas que requerem hidrdlise ou conversdo antes
de se tornarem totalmente assimilaveis, o que pode retardar a taxa inicial de crescimento
microalgal (Habib et al., 2008; Becker, 2013). Além disso, compostos organicos presentes nos
extratos vegetais podem influenciar a dinamica nutricional do meio, atuando como fontes
secundarias de carbono, nitrogénio ou fatores bioestimulantes. Estudos com meios baseados em
residuos organicos, como melacos e efluentes de aquacultura, demonstraram que esses sistemas
podem sustentar crescimento prolongado, embora com cinética inicial reduzida (Andrade &
Costa, 2008; Silva et al., 2019).

Apesar da menor velocidade de crescimento inicial, os meios alternativos apresentaram
biomassa maxima superior ou equivalente a obtida no meio Zarrouk. O meio X (NPK) atingiu
a maior densidade celular (1,983 g L), seguido pelo meio de lentilha-d'agua (1,943 g L),
ambos superando o valor maximo registrado no meio padrao (1,807 g L™"). Esse resultado esta
alinhado com estudos anteriores que demonstraram que meios baseados em melacos podem
alcancar rendimentos de até 2.83 g/L, superando cultivos autotroficos (1.44 g/L) (Andrade &
Costa, 2008), e que residuos de malte de cervejaria podem sustentar crescimento equivalente
ao meio Zarrouk em certas concentracGes (Varandas et al., 2022). Essa dinamica sugere um
trade-off fisioldgico entre velocidade de crescimento e capacidade final de biomassa, fendmeno

frequentemente observado em cultivos microalgais quando diferentes estratégias nutricionais
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séo utilizadas (Becker, 2013; Belay, 2013

A contribuicdo dos extratos vegetais para esse desempenho diferenciado pode ser
atribuida a composicéo especifica de cada suplemento. A biomassa de Lemna minor L., por
exemplo, apresenta elevados teores de nitrogénio, minerais e compostos organicos sollveis,
que podem atuar como fonte nutricional adicional ou estimular o metabolismo microalgal
(Graeff et al., 2007; Baldi et al., 2024). Estudos com Ankistrodesmus gracilis confirmam que
Lemna minor L. como meio de cultura fornece niveis de nitrogénio de 30 g kg™ e fosforo de 9
g kg™, resultando em maior densidade celular maxima (473 x 10° células mL™") e maiores teores
de clorofila-a (3,9 g L™!) comparado a outras macroéfitas testadas (Sipatiba-Tavares et al., 2009).
Meios baseados em residuos organicos como melacos e efluentes de aquacultura também
demonstraram manter ou aumentar compostos bioativos como ficocianina e produzir biomassa
com perfil nutricional favoravel (Silva et al., 2019; Varandas et al., 2022). Embora estudos
especificos sobre cha verde (Camellia sinensis) como suplemento para Spirulina sejam
limitados na literatura, extratos vegetais em geral tém demonstrado potencial para influenciar
processos metabdlicos em microrganismos fotossintéticos, como evidenciado pelo desempenho
superior de meios baseados em macrofitas na sustentacdo de crescimento microalgal
prolongado (Sipauba-Tavares et al., 2018, 2020).

A convergéncia dos valores de biomassa observada apds aproximadamente 312 horas
(13 dias) de cultivo, quando todos os tratamentos apresentaram valores semelhantes (1,74-1,92
g L), representa o resultado mais relevante do ponto de vista aplicado. Esse comportamento
demonstra que meios alternativos de menor custo podem alcancar produtividade equivalente ao
meio Zarrouk padrdo, desde que o ciclo de cultivo seja ajustado para compensar a menor
velocidade inicial de crescimento.

Essa diferenca de estratégia de crescimento possui implicagdes importantes para
sistemas de producdo de microalgas. Em sistemas fechados ou fotobiorreatores operados com
ciclos curtos de cultivo, meios sintéticos completos como o Zarrouk tendem a ser mais
eficientes devido a rapida taxa de crescimento celular. Entretanto, em sistemas abertos, como
tanques tipo raceway ponds, onde os ciclos produtivos sdo geralmente mais longos e o custo do
meio de cultura representa um fator limitante, meios alternativos baseados em fertilizantes
agricolas e extratos vegetais podem oferecer melhor relacdo custo-beneficio. Estudos
comparativos com Ankistrodesmus gracilis demonstraram que tanto sistemas fotoautotréficos
guanto mixotréficos podem ser efetivos com meios baseados em macrofitas, com a escolha
dependendo do objetivo de cultivo e das condi¢bes ambientais disponiveis (Sipatba-Tavares et

al., 2020). Para aplicagBes em aquacultura onde alimento vivo de alta qualidade nutricional é
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requerido, meios baseados em Lemna minor L. produziram microalgas com contetdo proteico
de 29-30% da biomassa seca, adequado para nutricdo de organismos aquéaticos (Sipalba-
Tavares et al., 2018).

Além disso, a utilizagdo de insumos agricolas e biomassa vegetal como componentes
do meio de cultura esta alinhada com estratégias de producgdo sustentavel e economia circular,
reduzindo custos e ampliando as possibilidades de producgéo descentralizada de microalgas em
regides agricolas (Carvalho et al., 2022; Martinez et al., 2017; Rojo et al., 2023; Costa et al.,
2024). Esta abordagem € particularmente relevante em regiGes tropicais onde macrofitas
aquéaticas como Lemna minor L., Azolla caroliniana e Salvinia auriculata sdo abundantes e
frequentemente consideradas residuos bioldgicos que restringem atividades de pesca e
disponibilidade de &gua. Sua remocdo e uso como meios de cultura fornece um beneficio
ambiental e econdmico duplo, permitindo a producdo de microalgas de alta qualidade
nutricional a baixo custo (Sipalba-Tavares et al., 2018). Estudos demonstram que esta
abordagem é vidvel em escala laboratorial e apresenta potencial para escalabilidade em sistemas
de producédo de maior volume (Sipauba-Tavares et al., 2009, 2015, 2020).

Em conjunto, os resultados indicam que, embora 0 meio Zarrouk permanega superior
em termos de cinética de crescimento, 0os meios alternativos testados apresentam elevado
potencial para producdo de biomassa de Limnospira platensis, especialmente em sistemas de
cultivo de maior duragdo. Esses achados reforcam a viabilidade do uso de formulacdes
simplificadas baseadas em fertilizantes agricolas e extratos vegetais como alternativas
economicamente competitivas para a producdo de spirulina. Esta conclusdo é apoiada por
evidéncias de gque outras cianobactérias e microalgas, como Ankistrodesmus gracilis, podem
ser cultivadas com sucesso em meios baseados em macrdfitas, alcancando densidades celulares
comparaveis ou superiores aos meios comerciais padrdo (Sipauba-Tavares et al., 2018). A
reprodutibilidade destes resultados em maltiplas espécies microalgais e em diferentes condicdes
experimentais (Sipalba-Tavares et al., 2009, 2015, 2018, 2020) fornece forte evidéncia para a
aplicacdo pratica desta tecnologia em producédo comercial.

Complementando a analise de crescimento e produtividade, é importante examinar
como a composicdo quimica final dos meios de cultura variou entre os tratamentos. Os
resultados do Experimento 3 mostram que a composicao quimica final dos meios de cultura
variou de maneira marcante entre os tratamentos, refletindo ndo apenas a absorcéo de nutrientes
pela biomassa, mas também a influéncia da composicdo inicial do meio, da presenca de
compostos organicos nos extratos vegetais e de processos fisico-quimicos ocorridos durante o

cultivo. No meio Zarrouk, a redugdo observada para a maior parte dos nutrientes sugere
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absorcdo efetiva pela biomassa, 0 que é compativel com o uso consolidado desse meio para
producdo de Arthrospira. Ainda assim, a baixa remocdo proporcional de alguns
macronutrientes indica que, nas condigdes testadas, parte relevante da carga nutricional
permaneceu residual ao final do cultivo. Esse resultado ndo significa necessariamente
inadequacao da formulagdo cléssica, mas sugere que, em sistema descontinuo e para o tempo
de cultivo empregado, o meio pode ter disponibilizado nutrientes em excesso em relacdo a
demanda observada da biomassa. O comportamento do meio X foi 0 mais atipico, uma vez que
diversos nutrientes apresentaram aumento aparente ao final do cultivo. Esse padrdo torna
improvavel interpretar o resultado apenas como consumo celular. Uma explicacdo plausivel é
a contribuicdo de nutrientes carregados pelo in6culo previamente cultivado em outro meio,
mesmo ap6s procedimentos de lavagem. Outra hipdtese é a mineralizacdo de compostos
organicos ou liberagéo de substancias dissolvidas da biomassa para o sobrenadante ao longo do
cultivo. Variages por evaporacdo ou concentracdo do meio também podem ter contribuido.
Portanto, os aumentos registrados, especialmente para nitrato, amonia, sodio e potassio, devem
ser interpretados com cautela, pois ndo representam necessariamente sintese ou geracao liquida
desses nutrientes no sistema.

Nos meios suplementados com extratos vegetais, 0s resultados sugerem resposta
intermediaria. No tratamento com lentilha-d'agua, houve reducdo de nitrato, fésforo e aménia,
indicando uso parcial dos nutrientes disponiveis, mas a permanéncia de concentracoes residuais
elevadas de potassio sugere que parte desse elemento continuou disponivel no meio ao final do
cultivo. Em sistemas baseados em fontes vegetais ou efluentes, esse comportamento é esperado,
pois a fracdo mineralizdvel pode continuar liberando nutrientes ao longo do cultivo,
modificando o perfil quimico do meio ao longo do tempo. Este padrdo foi também observado
em estudos com Ankistrodesmus gracilis cultivada em meios baseados em macrofitas, onde a
dindmica nutricional diferiu entre as espécies de plantas utilizadas, com Lemna minor L.
apresentando maior eficiéncia de absor¢do de nutrientes enquanto Salvinia auriculata mostrou
padrdo de rapido crescimento inicial sequido de declinio, indicativo de limitacdo nutricional
(Sipauba-Tavares et al., 2018). A utilizacdo de residuos ou subprodutos vegetais como fonte
alternativa de nutrientes esta alinhada as estratégias de bioeconomia circular e tem sido
apontada como abordagem promissora para reducdo de custos e aproveitamento de correntes
residuais em bioprocessos com microalgas e cianobactérias (Sipalba-Tavares et al., 2009,
2018).

Além da dindmica de nutrientes residuais, a qualidade nutricional da biomassa

produzida também foi influenciada pela composicdo do meio, como evidenciado pelos
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resultados de proteina bruta. O tratamento Z apresentou teor de proteina bruta proximo a faixa
superior normalmente relatada para biomassa de Spirulina/Arthrospira, enquanto 0s
tratamentos alternativos, principalmente o meio X, resultaram em biomassa com menores teores
proteicos. A literatura descreve que o teor proteico dessa biomassa pode variar amplamente em
funcdo da disponibilidade de nitrogénio, fésforo, intensidade luminosa, salinidade e estagio
fisiolégico de colheita, sendo comum encontrar valores ao redor de 60—70% da matéria seca
em condic@es favoraveis (Habib et al., 2008; Becker, 2013; Belay, 2013). Estudos com meios
alternativos demonstraram que proteina bruta pode variar de 51-74% dependendo do tipo de
meio, com meios baseados em melagos mantendo teores proteicos entre 64-74% (Andrade &
Costa, 2008) e residuos de malte de cervejaria produzindo biomassa com 55.9 ¢g/100g de
proteina para S. platensis e 53.3 g/100g para S. maxima (Varandas et al., 2022). Padrdo similar
foi observado em Ankistrodesmus gracilis, onde meios baseados em Lemna minor L. e Azolla
caroliniana produziram biomassa com conteldo proteico de 29-30% da biomassa seca,
enquanto meio baseado em Salvinia auriculata resultou em biomassa com apenas 20% de
proteina, correlacionando com as variaveis de crescimento observadas (Sipauba-Tavares et al.,
2018). Estes resultados demonstram que a selecdo adequada da fonte vegetal para 0 meio de
cultura é critica para otimizar tanto o crescimento quanto a qualidade nutricional da biomassa
produzida.

Em conjunto, os resultados demonstram que meios alternativos formulados com NPK e
suplementados com extratos vegetais sdo capazes de sustentar a producdo de biomassa de L.
platensis, embora com diferencas importantes na qualidade bromatoldgica e no perfil residual
de nutrientes em comparacdo ao meio Zarrouk. Sob o ponto de vista aplicado, esses sistemas
apresentam interesse por seu potencial de reducdo de custos e insercdo em estratégias de
reaproveitamento de insumos vegetais, mas ainda demandam ajuste fino da formulacéo para
alcancar desempenho comparavel ao meio convencional. Esse tipo de otimizacdo ¢é
particularmente relevante em propostas de producdo de biomassa com enfoque em
sustentabilidade e circularidade do processo produtivo.

Além de avaliar o desempenho produtivo e a composi¢ao quimica dos meios, este estudo
também investigou a seguranca biologica dos extratos de L. platensis através de ensaio de
toxicidade com nauplios de Artemia salina. Os resultados demonstraram que 0s extratos de L.
platensis ndo exerceram toxicidade aguda sobre os nauplios de Artemia salina nas condicdes
experimentais avaliadas. As probabilidades estimadas de sobrevivéncia permaneceram
elevadas em todos os tratamentos com extrato, mesmo na maior concentracgéo testada, indicando

que a LCso € superior a 1,5 mg mL™" nas condi¢gdes do presente estudo. Esse resultado reforga a
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baixa toxicidade aguda do material avaliado.

Além da auséncia de toxicidade, a andlise exploratoria revelou um padrdo
biologicamente consistente de maior sobrevivéncia nos tratamentos contendo extrato em
comparacdo ao controle. Enquanto a sobrevivéncia média no controle foi de 65,5%, 0s
tratamentos com extratos apresentaram valores entre 97,1% e 100%. Esse padrdo foi
corroborado pelo modelo binomial que incluiu o controle, no qual o fator tratamento foi
altamente significativo, e pelos contrastes que mostraram aumento expressivo na chance de
sobrevivéncia para os extratos X, CV e Z em relagdo ao controle.

Esse resultado sugere que os extratos de L. platensis podem ter exercido efeito protetor
sobre os nauplios, possivelmente relacionado a presenca de compostos bioativos, como
ficocianina, carotenoides, compostos fendlicos e polissacarideos, que apresentam propriedades
antioxidantes e bioestimulantes. Em organismos aquéticos, esses compostos podem contribuir
para maior estabilidade fisiologica, reducdo de danos oxidativos e aumento da resisténcia frente
a condicdes ambientais adversas. Estudos com Ankistrodesmus gracilis cultivada em meios
baseados em macrofitas também demonstraram que a composicao bioquimica da biomassa foi
significativamente influenciada pelo tipo de meio utilizado, com meios baseados em Lemna
minor L. mantendo maiores teores de clorofila-a (3,9 g L) e maiores volumes celulares (27.3-
30.6 um?3) comparado a outros meios testados (Sipauba-Tavares et al., 2018). Estes resultados
sugerem que meios baseados em macrofitas podem ndo apenas suportar crescimento
microalgal, mas também promover a acumulacdo de compostos bioativos de interesse,
potencializando aplicacdes em nutri¢do animal e bioestimulacdo (Sipauba-Tavares et al., 2018,
2020).

De modo geral, os resultados permitem concluir que os extratos de L. platensis cultivada
nos diferentes meios ndo apenas foram seguros para A. salina nas concentracdes testadas, como
também apresentaram potencial efeito benéfico sobre a sobrevivéncia dos nauplios. Esse
achado amplia a interpretacdo do ensaio, inicialmente proposto como teste de toxicidade, e
sugere a possibilidade de uso desses extratos como agentes bioestimulantes em sistemas
aquicolas. Potencial similar foi observado com Ankistrodesmus gracilis, onde a biomassa
cultivada em meios baseados em macrdéfitas demonstrou ser adequada como alimento vivo para
organismos aquaticos, com alta qualidade nutricional (proteina 29-30%) e caracteristicas
morfoldgicas favoraveis (tamanho celular 27.3-30.6 um?3) (Sipalba-Tavares et al., 2018). Estes
resultados sugerem que meios alternativos baseados em macrofitas ndo apenas reduzem custos
de producéo, mas também podem melhorar a qualidade nutricional e funcional da biomassa

produzida. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esse efeito em
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delineamentos especificos, com maior padronizacdo do numero inicial de organismos por
unidade experimental, inclusdo de biomarcadores fisioldgicos e avaliacdo de exposicdes

cronicas ou subletais.

5. Concluséao

Este estudo demonstrou que meios de cultura alternativos, baseados em fertilizante NPK
e suplementados com extratos vegetais, sdo capazes de sustentar o cultivo de Limnospira
platensis com producdo de biomassa comparavel ao meio padrdo Zarrouk. Embora o meio
Zarrouk promova uma cinética de crescimento inicial superior, 0s meios alternativos atingem
densidades de biomassa equivalentes ou superiores quando o periodo de cultivo é
suficientemente prolongado.

Os resultados evidenciam um trade-off fisiologico entre velocidade de crescimento e
capacidade de suporte final dos meios. Enquanto o meio Zarrouk favorece a rapida proliferacdo
celular, os meios alternativos sustentam o crescimento por periodos mais prolongados,
resultando em biomassa final comparavel. Contudo, a qualidade bromatologica da biomassa,
especificamente o teor de proteina bruta, foi superior no meio Zarrouk, indicando a necessidade
de otimizacGes nas formulages alternativas.

Um resultado promissor foi obtido no ensaio de toxicidade com Artemia salina: os
extratos da biomassa de L. platensis ndo apenas se mostraram atoxicos, mas também exerceram
um efeito protetor, aumentando significativamente a sobrevivéncia dos nauplios. Este achado
sugere potencial aplicacdo da biomassa como aditivo benéfico em sistemas aquicolas.

Recomenda-se que estudos futuros incluam analises econdmicas detalhadas da
producdo em larga escala de spirulina utilizando os diferentes meios de cultivo testados, bem
como a avaliacdo de diversos mercados de aplicacdo da biomassa produzida, como alimentagéo
animal e bioinsumos agricolas. Adicionalmente, sugere-se a investigacdo dos compostos
bioativos responsaveis pelo efeito protetor observado, visando novas aplicacdes

biotecnolodgicas e agregacdo de valor ao produto.
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