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RESUMO

A cianobactéria Limnospira platensis (Spirulina) ¢ amplamente reconhecida por seu elevado
potencial proteico e suas diversas aplicacdes na industria de alimentos, descarbonizacao e
outros usos, tanto na industria brasileira quanto internacional. O objetivo principal deste estudo
foi comparar a performance de crescimento de duas cepas de L. platensis, sendo elas a cepa L.
platensis Utex 1926 e L. platensis Varrenes, em diferentes intensidades luminosas e condi¢des
de meio de cultivo. Foram realizadas analises morfoldgicas e morfométricas, que evidenciaram
diferengas estruturais significativas, como tricomas mais longos e espirais abertas na cepa Utex
1926, contrastando com tricomas menores, mais compactos e presenca de aerétopos na cepa
Varennes. Nesse contexto, a presenga de caliptra facultativa observada na cepa Utex 1926
reforca sua proximidade com Limnospira, clone da cepa tipo para a espécie, registrada como
PCC7345. Em relagdo aos diferentes tratamentos de dilui¢do do meio Zarrouk e niveis de
intensidade luminosa testados, verificou-se diferenca significativa para o pardmetro
produtividade maxima (Pmax) entre as cepas e as condi¢gdes de luminosidade. Portanto, a cepa
Utex 1926 apresentou desempenho superior, alcangcando a maior produtividade maxima de 95,3
org/mL/dia/org sob 10 watts, e mantendo valores elevados de 73,3 sob 20 watts. Por outro lado,
a cepa Varennes ndo apresentou diferencas significativas entre os niveis de intensidade
luminosa, com Pmax de 23,6 e 12,5 para 10 e 20 watts. Nao foram observadas diferencas
significativas para os parametros taxa de crescimento especifico (i) e tempo de duplicacao (T2).
Do mesmo modo, ndo foram observadas diferencas significativas, entre as cepas, considerando
o fator dilui¢do do cultivo. Concluimos que a cepa Utex 1926 apresentou melhor performance
de crescimento, indicando maior potencial produtivo e destacando-se como candidata
promissora para cultivos comerciais em larga escala em meio de cultivo mais diluido. A
contribuicao deste estudo € significativa, pois fornece subsidios para a otimizagao do cultivo de
L. platensis no Amapa, promovendo a bioeconomia regional e o fortalecimento de cadeias
produtivas sustentaveis.

Palavras-chave: Amapa, biomassa, proteina, cultivo, biotecnologia



ABSTRAT

The cyanobacterium Limnospira platensis (Spirulina) is widely recognized for its high protein
potential and its diverse applications in the food industry, decarbonization, and other uses, both
in Brazil and internationally. The main objective of this study was to compare the growth
performance of two L. platensis strains, L. platensis Utex 1926 and L. platensis Varrenes, under
different light intensities and culture medium conditions. Morphological and morphometric
analyses were performed, which revealed significant structural differences, such as longer
trichomes and open spirals in the Utex 1926 strain, in contrast to smaller, more compact
trichomes and the presence of aerotopes in the Varennes strain. In this context, the presence of
facultative calyptra observed in the Utex 1926 strain reinforces its close relationship to
Limnospira, the clone of the type strain for the species, registered as PCC7345. Regarding the
different Zarrouk medium dilution treatments and light intensity levels tested, significant
differences were observed for the maximum productivity (Pmax) parameter between the strains
and light conditions. Therefore, the Utex 1926 strain showed superior performance, reaching
the highest maximum productivity of 95.3 org/mL/day/org under 10 watts, and maintaining
high values of 73.3 under 20 watts. On the other hand, the Varennes strain did not show
significant differences between light intensity levels, with Pmax of 23.6 and 12.5 for 10 and 20
watts. No significant differences were observed for the specific growth rate (i) and doubling
time (T2) parameters. Likewise, no significant differences were observed between the strains
considering the culture dilution factor. We concluded that the Utex 1926 strain exhibited better
growth performance, indicating greater production potential and standing out as a promising
candidate for large-scale commercial cultivation in more dilute culture media. This study
contributes significantly, as it provides support for optimizing L. platensis cultivation in
Amapd, promoting the regional bioeconomy and strengthening sustainable production chains.

Keywords: Amapa, biomass, protein, cultivation, biotechnology
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1 INTRODUCAO

As microalgas e as cianobactérias sdo microrganismos que vivem em ambientes
aquaticos, como lagos, rios e oceanos, apresentando grande importancia por serem produtoras
primarias de energia (Silva et al., 2023). As microalgas possuem a capacidade de realizar
fotossintese oxigénica, um processo pelo qual utilizam a energia da luz solar para converter
didxido de carbono (CO») e 4gua em oxigénio (O2), e matéria organica (biomassa) (Mendonga
et al., 2012). A biomassa produzida por esses microrganismos pode ser rica em compostos
biologicamente ativos, incluindo proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas e pigmentos
(Borba, 2018). Por esse motivo, algumas espécies sdo cultivadas comercialmente. Exemplos
notaveis incluem os taxons Chlorella sp., Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis e

Limnospira platensis (Spirulina) (Derner et al., 2006).

A Limnospira platensis, objeto deste estudo, ¢ uma cianobactéria com morfologia
filamentosa em forma de espiral, a qual deu origem ao nome do género, até entdo, conhecido
como Spirulina. Posteriormente, sua classificacdo mudou para Arthrospira platensis e,
finalmente, para Limnospira platensis (Sinetova et al., 2024). No entanto, comercialmente,
ainda, sdo conhecidas por Spirulina ou espirulina (em portugués) (Sili et al.,, 2012). Uma das
caracteristicas morfologicas mais destacadas do género Limnospira ¢ a formacdo espiral de
tricomas multicelulares com paredes transversais claramente visiveis (Nowicka-Krawczyk et

al., 2019).

Esta cianobactéria apresenta grande relevancia no setor comercial, principalmente pelo
seu alto valor proteico, tendo entre 50% e 70% de proteina na sua composi¢ao. Este valor ¢
superior ao encontrado em carne vermelha, que corresponde a, apenas, 27% (Delrue et al.,

2017).

Devido as suas varias aplicagdes, L. platensis tem despertado crescente interesse
cientifico, especialmente pela presenga de compostos bioativos com potencial uso nas areas da
saude, producdo de energia e nas industrias alimenticia, quimica, cosmética e farmacéutica
(Chu et al., 2010; Mendonga et al., 2014). Em razao desse potencial multifuncional, grande
parte dos estudos voltados para essa cianobactéria concentra-se na investigacdo de condig¢des
ideais de cultivo, com o objetivo de maximizar a produtividade de biomassa e,

consequentemente, a obten¢do de compostos de interesse.

As diferentes cepas de L. platensis podem apresentar variagdes significativas em sua

produtividade, devido a fatores genéticos, ambientais e fisioldgicos. A cadeia de produgao para

12



o cultivo de microalgas no Brasil ainda ¢ inoperante, mesmo com o potencial significativo desse
recurso para diversos setores economicos, destacando a relevancia de realizar uma andlise
ampla para contribuigdes ao desenvolvimento da cadeia produtiva da espirulina na Regido

Amazonica (Vetorelli et al, 2024).

A manipulagdo das condi¢des de cultivo de L. platensis pode aumentar a biossintese de
compostos, permitindo o controle dessas varidveis, o que pode resultar no aumento da
produtividade (Muliterno et al. 2005). Portanto, faz-se necessario testar os cultivos de espirulina
em diferentes meios e concentragdes meio de cultivo, e/ou outras varidveis para otimizar a

producao dessa espécie.

O presente trabalho visa comparar a performance de crescimento de duas cepas de L.
platensis (espirulina) sob diferentes intensidades luminosas e diluigdes do meio de cultivo. O
mesmo podera fornecer informagdes que contribuam para a produgdo dessa espécie na
Amazodnia brasileira e, consequentemente, ajudar a fortalecer a bioeconomia e o
desenvolvimento sustentavel no estado do Amapa, além de abrir perspectivas para o uso
bioprospectivo da espécie, visando a identificagdo e aproveitamento de compostos bioativos de

interesse biotecnoldgico e industrial.

13



2 JUSTIFICATIVA

A escolha do estudo com L. platensis se justifica pelo amplo potencial biotecnolédgico e
nutricional dessa cianobactéria. Diversas pesquisas destacam suas propriedades terapéuticas,
incluindo a atuagao no tratamento de doencas como cancer, hipercolesterolemia e aterosclerose
(Collaet al., 2007). Além disso, a espécie ¢ reconhecida pela produgao de compostos fenolicos,
antioxidantes, antivirais e anti-inflamatorios, o que reforca seu valor para a industria

farmacéutica e alimenticia (Pifiero Estrada et al., 2001; Lopes et al., 2022).

O crescimento da populacio mundial tem intensificado a demanda por fontes
alternativas de nutrientes e alimentos funcionais. Nesse cenario, a cianobactéria L. platensis
(espirulina) se destaca como um superalimento rico em compostos de interesse, de reconhecida

importancia nutricional e amplamente utilizado como suplemento alimentar.

Nesse contexto, o uso de L. platensis apresenta grande relevancia para o avango
cientifico e, também, para a valoriza¢ao da biodiversidade, em consonancia com a bioeconomia
e o desenvolvimento regional (Singh et al., 2017). Dessa forma, pesquisas voltadas a
caracterizacao e ao cultivo de cepas adaptadas as condi¢des amazonicas podem abrir caminhos
para novos produtos com valor agregado, fortalecendo cadeias produtivas locais de forma

ambientalmente responsavel.

A Regido Amazonica apresenta caracteristicas ambientais favoraveis, como elevada
luminosidade e temperatura ao longo de todo o ano, que podem otimizar o cultivo de L.
platensis, aumentando sua produtividade e reduzindo custos operacionais. Entretanto, no estado
do Amapa ainda nao foram realizados estudos especificos sobre o desempenho de crescimento
da espécie e sua tolerancia a intensidade luminosa, o que representa uma lacuna cientifica e
tecnologica. A realizagdo desta pesquisa inaugura uma linha de investigagdo inédita no estado,
abrindo perspectivas para o fortalecimento da bioeconomia local e para o desenvolvimento de

solucdes sustentaveis em nutri¢ao e biotecnologia.

O presente estudo permitira estabelecer pardmetros para maximizar a produgdo de
biomassa de espirulina de qualidade, subsidiando futuros cultivos em escala comercial e
contribuindo para o fortalecimento da bioeconomia regional e nacional. E importante
mencionar que a capacidade produtiva nacional de espirulina ¢ insuficiente para atender a
demanda interna crescente, tornando o Brasil dependente da importagdo desse insumo,

especialmente para o setor de alimentos saudaveis.
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Adicionalmente, esta pesquisa encontra-se diretamente alinhada aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) propostos pela Agenda 2030 da Organizagdo das Nagdes
Unidas, destacando-se especialmente os seguintes: ODS 2 — Fome Zero e Agricultura
Sustentavel, ao promover alternativas alimentares de alto valor nutricional; ODS 9 — Industria,
Inovacdao e Infraestrutura, por fomentar o desenvolvimento de biotecnologias regionais e
solugdes inovadoras para o cultivo de microalgas; ¢ ODS 12 — Consumo e Producdo
Responsaveis, ao buscar maior eficiéncia nos processos produtivos e reducdo de impactos
ambientais. Além disso, a iniciativa contribui com os principios da economia azul, ao valorizar
o uso sustentdvel dos recursos aqudticos como estratégia para o desenvolvimento

socioecondmico aliado a conservacao ambiental.

Vale ressaltar o potencial socioecondmico e regional do estudo, especialmente no que

se refere ao desenvolvimento de cadeias produtivas e sustentaveis no Amapa.
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3 PROBLEMA E HIPOTESE

Pergunta: Qual cepa de L. platensis (Spirulina) apresenta maior taxa de crescimento

sob condigdes de elevada incidéncia luminosa e maior dilui¢do do meio de cultivo?

Hipdtese: A cepa L. platensis francesa apresenta maior taxa de crescimento celular que
a cepa L. platensis UTEX 1926, sob condi¢des de elevada incidéncia luminosa e maior diluigao
de meio de cultivo, condi¢des que podem otimizar sua produgdo no estado do Amapa. A cepa
L. platensis francesa apresenta melhor performance de crescimento pois € origindria de uma
fazenda de produgdo comercial e esta adaptada para o crescimento rapido, comparada com a
cepa L. platensis UTEX 1926 que ¢ origindria de um cepario no qual ocorre crescimento lento

e em baixa luminosidade.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Comparar a performance de crescimento de duas cepas de L. platensis (Espirulina) sob

diferentes intensidades de incidéncia luminosa e niveis de dilui¢ao do meio de cultivo.

4.2 Especificos

e Realizar a caracterizacdo morfologica e morfométrica das cepas de Limnospira

platensis;
e Comparar o crescimento das cepas em dois niveis de intensidade luminosa;

e Comparar o crescimento das cepas em diferentes diluigdes do meio de cultivo Zarrouk.
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5 FUNDAMEN TACAO TEORICA
5.1 Cianobactérias

As cianobactérias s30 microrganismos procariontes fotossintetizantes, pertencentes ao
filo Cyanobacteria ¢ ao dominio Bacteria (Komarek & Komarkova, 2006). As cianobactérias
também sao conhecidas como "algas azul-esverdeadas" ou cianoficeas devido a presenca de

pigmentos naturais, como a ficocianina e a clorofila-a (Sant’Anna et al., 2006).

Esses microrganismos desempenham um papel fundamental na biosfera, contribuindo
para a fixacdo de carbono e nitrogénio, além de participarem da produg@o primaria em diversos

ecossistemas aquaticos e terrestres (Batista et al, 2013).

Estudos fosseis revelam que as cianobactérias permaneceram morfologicamente
conservadas ao longo de bilhdes de anos, desempenhando um papel crucial na evolugdo da
atmosfera terrestre, especialmente na fixacdo de carbono e na liberacdo de oxigénio. Esses
microrganismos sdo encontrados em uma ampla variedade de ambientes, incluindo aguas doces,

salinas e ambientes extremos, como fontes termais e lagos salgados (Dolganyuk et al., 2020).

Alguns grupos de cianobactérias desenvolveram estruturas morfologicas especializadas
que lhes conferem adaptacgao aos diferentes ambientes em que ocorrem (Rodrigues ef al, 2021).
Dentre essas estruturas, destacam-se os hormogonios, heterdcitos, acinetos e bainhas, que
desempenham func¢des especificas relacionadas a reproducao, fixa¢ao de nitrogénio e protecao
(Sciuto; Moro, 2015). Do ponto de vista estrutural, as cianobactérias sdo organismos
procaridticos, com células que apresentam tilacoides, pigmentos fotossintéticos (clorofila a
ficobiliproteinas e carotenoides) e, em muitas espécies, aerotopos que regulam a flutuabilidade
(Komarek; Anagnostidis, 2005). Sua organizagdo pode variar entre formas unicelulares,
coloniais ou filamentosas, ¢ todas podem se proliferar ocasionando o fenomeno chamado

“floragao” em corpos d’agua.

As floragdes de cianobactérias tém grande relevancia ecoldgica, pois contribuem para a
ciclagem de nutrientes e a produtividade primaria. Contudo, também podem causar impactos
negativos devido a producdo de cianotoxinas, que representam risco a saide humana e animal
(Paerl & Otten, 2013). Por outro lado, determinadas espécies apresentam elevado valor
econdmico, uma vez que sua biomassa contém alto teor proteico, pigmentos e metabdlitos de

interesse biotecnoldgico (Gantar; Svircéev, 2008; Furmaniak et al., 2017).
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Esses exemplos ilustram uma dindmica estrutural complexa, onde a forma das células
reflete sua capacidade de responder e se adaptar a variagdes ambientais, sendo esse fendmeno

central para estudos em ecologia aquatica, biotecnologia e ciéncias ambientais.

5.2 Historico da Espirulina

A Spirulina foi utilizada como fonte alimentar por povos mesoamericanos, COmo 0s
astecas, até o século X VI, sendo colhida no Lago Texcoco e comercializada na forma de bolos
azul-esverdeados conhecidos como "Tecuitlatl" (Sinetova et al., 2024). Embora o uso
tradicional do “Tecuitlatl” tenha desaparecido apos a conquista, relatos historicos evidenciam
que as populagdes dos Astecas e populagdes africanas da Regido do Lago Chade, separadas por
cerca de 10.000 quilometros de distancia, exploraram de forma independente o potencial
nutricional da Spirulina, representando um dos raros exemplos do uso tradicional de biomassa

microbiana como alimento humano (Ciferri, 1983).

Atualmente, seu valor nutricional ¢ amplamente reconhecido, tendo sido oficialmente
aprovada pela Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) e pela Food and Drug Administration
(FDA) como um alimento de interesse estratégico no combate a desnutricdo e seguranga
alimentar (Uebel et al., 2017; Capelli; Cysewski, 2010).Dentre seus constituintes bioativos,
destaca-se a ficocianina, pigmento natural que tem despertado aten¢do devido a sua importancia
nutricional € ao seu potencial biotecnologico (Santos et al., 2024). Embora algumas
cianobactérias sejam produtoras de cianotoxinas, tornando-as improprias para o consumo
humano, andlises gendmicas de diferentes cepas de Limnospira platensis demonstraram que as
espécies do género Limnospira nao possuem genes relacionados a producao de toxinas, portanto

nao tém toxicidade (Pichart et al., 2024).

No Brasil, os estudos envolvendo esta cianobactéria ainda sdo limitados, sendo que a
maioria das pesquisas utiliza cepas oriundas de colegdes internacionais, como a Limnospira

platensis UTEX 1926, mantida pela Universidade do Texas (Bezerra ef al., 2008).

5.3 Reclassificacao Taxonomica (Spirulina, Arthrospira platensis e Limnospira platensis)

Os géneros Arthrospira, Limnospira, € Spirulina sdo cianobactérias pertencentes a
ordem Oscillatoriales e a familia Microcoleaceae (Komarek, 2005). Embora historicamente

muitas espécies tenham sido classificadas sob o género Spirulina, avangos em estudos
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morfologicos e filogenéticos levaram a reavaliagdao dessa taxonomia. Com base em diferengas
morfoldgicas significativas, algumas dessas espécies de Spirulina foram posteriormente
reclassificadas nos géneros Arthrospira e, mais recentemente, em Limnospira (Nowicka-
krawczyk et al., 2019). Essas distingdes refletem uma revisao sistematica fundamentada em

analises morfologicas, moleculares detalhadas e na taxonomia.

Andlises filogenéticas recentes levaram a reclassificagdo das espécies do género
Limnospira, reunindo L. fusiformis e L. indica sob a espécie Limnospira maxima, espécie-tipo
do género. Com isso, Limnospira passou a incluir apenas L. platensis e L. maxima, ambas
amplamente cultivadas e comercializadas, sem genes promotores de toxinas (Pinchart ef al.,

2024).

O género Limnospira compreende duas espécies reconhecidas, sendo a cepa de
referéncia a L. platensis a cepa PCC 7345, pertencente a colecao de cultivo do Instituto Pasteur.
Esta mesma cepa possui uma copia na colecdo UTEX da Universidade do Texas, identificada

como UTEX 1926, mesma cepa utilizada neste estudo (Sinetova et al., 2024).

Considerando a relevancia dessas cianobactérias como recurso bioldgico de amplo
potencial de aplicacdo, torna-se fundamental que, ap6s o isolamento e a manutengao das cepas,
seja realizada sua identificacdo taxondmica, bem como a caracterizacao dos isolados (Galhano

etal.,2011).

5.4 Meios e condi¢des de cultivos

O cultivo de cianobactérias requer meios de cultura adequados que fornegam os
nutrientes necessarios para seu crescimento € metabolismo (Li z ef al., 2022) Dentre os
importantes parametros e condi¢des de cultivo estdo as fontes de carbono, fonte de nitrogénio,

fonte luminosa, agitagcdo para circulacao de células, temperatura e pH (Borba, 2018).

A composicdo do meio de cultivo pode influenciar diretamente a produtividade e a
composi¢ao bioquimica das cianobactérias (Tarko et al., 2012). Estudos indicam que variagdes
na concentracdo de nutrientes, luminosidade e temperatura podem afetar significativamente a
taxa de crescimento e o teor de metabolitos de interesse, como a ficocianina e os 4cidos graxos

essenciais (Damasceno et al., 2017).

A intensidade luminosa e o fotoperiodo também afetam diretamente a taxa fotossintética

e a morfologia celular, sendo que excesso de radiagao pode levar ao estresse oxidativo, enquanto
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baixa intensidade reduz a eficiéncia do crescimento (Oliveira ef al., 2012). A temperatura atua
na regulagdo metabolica, com muitas espécies apresentando crescimento 6timo entre 30 - 35 °C,
embora haja tolerancia variavel conforme a cepa (Richmond, 2004). O pH e a disponibilidade de
nutrientes inorganicos, especialmente nitrogénio e fosforo, sao fatores criticos para a divisdao

celular e para a sintese de proteinas e pigmentos (Borges ef al., 2019).

A diversidade genética entre cepas isoladas em diferentes regides e condi¢cdes ambientais
também influencia caracteristicas fisiologicas, como taxa de crescimento, composi¢ao
bioquimica e adaptacdao a variagdes de temperatura, luminosidade e nutrientes, resultando em

distintas produtividades (Alfadhly et a/, 2022).

Segundo Muliterno et al. (2005) o meio Zarrouk ¢ um dos mais amplamente utilizados
para o cultivo dessas espécies, pois apresenta uma composi¢ao rica em carbonatos, nitratos e
micronutrientes essenciais. Entre os micronutrientes presentes nesse meio destacam-se o acido
borico (HsBOs), o cloreto de manganés tetra-hidratado (MnCl:-4H20), o sulfato de zinco
heptahidratado (ZnSO.-7H20), o molibdato de sédio (NazMoOs) e o sulfato de cobre
pentahidratado (CuSOas-5H.0) (Madkour et al, 2012). Esses elementos exercem fungdes
essenciais nos processos metabolicos das cepas, incluindo a fotossintese, a sintese de proteinas
e a manutencdo da integridade celular, sendo fundamentais para o crescimento, a produtividade

e a viabilidade das cepas cultivadas no meio Zarrouk.

O cultivo de cianobactérias em larga escala pode ser realizado em sistemas abertos ou
fechados, cada um com suas vantagens e limitagdes. Sistemas abertos, como as lagoas do tipo
raceways, sao amplamente utilizados devido ao seu baixo custo de instalacdo e operacdo
(Jerney et al., 2018). Para fins industriais, os sistemas de cultivo podem ser conduzidos em
fotobiorreatores fechados ou em tanques abertos, dependendo da aplicagao desejada (Sampaio

etal., 2016).

O cultivo em larga escala tem sido objeto de pesquisas para otimizar 0s processos

produtivos, minimizar a contamina¢ao e maximizar a produtividade da biomassa.
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6 MATERIAL E METODOS
6.1 Condicoes do cultivo no laboratorio

Neste estudo foram utilizadas duas cepas da cianobactéria L. platensis (Figura 1). A
cepa Utex 1926, que foi adquirida do laboratério de cultivo de microalgas da Universidade do
Texas, e cepa Varennes, que foi adquirida de uma fazenda de producdo em Varennes-sur-Loire,

na Franca.

Figura 1- Cepas de Limnospira platensis que foram utilizadas no plano de trabalho: a) Cepa L. platensis
UTEX 1926 e b) Cepa L. platensis Varennes (francesa).

. — % s WV P A& A

Fonte: Autor, 2025

As duas cepas sdo mantidas e cultivadas no laboratorio de Taxonomia e Ecologia de
Cianobactérias e Microalgas (LACIM) no Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do
Estado do Amapa (IEPA) sob condigdes ambientais controladas, em estantes equipadas, com
temperatura constante de 24 °C, iluminagao artificial especifica e continua de 9 watts, para o
crescimento de microalgas e cianobactérias. A aeracdo continua ¢ realizada por meio de

compressores para aquario que injetam ar com auxilio de pipetas e tubos de silicone.

Os cultivos das duas cepas sao realizados e mantidos em meio Zarrouk (Figura 2). Este

meio ¢ amplamente utilizado para o cultivo de L. platensis.
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Figura 2 - Composi¢do do meio de cultivo Zarrouk para Limnospira platensis.

Solucgdes de trabalho Quantidades
1 KNO; 15,0 g em 200 ml
2 NacCl 33,0 g em 200 ml
3 MgSO, - 7H,;0O 1,50 g em 200 ml
4 K;HPO, 1,50 g em 200 ml
5 CaCl,-2H,0 1,50 g em 100 ml
6 Na,EDTA 0,60 g em 100 ml
7 FeSO0, - 7H,O 0,49 g e 100 ml
8 H;BO; 1,142 gem 100 ml
9 Solugao mista %

*Solugao mista Quantidades

Co(NO;), - 6H,O 0,049 g
MnCl, - 41,0 0,144 g
ZnSQ, - 7H,0O 0,882¢g
CuSQy - 5H,O 0,0157 g
MoO, 0071 g
Agua destilada 100ml

A - Dissolver em 600 ml de cultura 15,0 g de NaHCOs; e 2,0 g de
Na,COs5

B - Acrescentar 10,0 ml das solugdes 1,2,3,4 e 5.

C - Completar o volume a 1.000 ml

Fonte: Retirado de Barros, 2010.

6.2 Caracterizacao morfologica e morfométrica das cepas de Limnospira platensis

Os cultivos para a etapa de caracterizagdo morfologica e morfométrica foram realizados
em Erlenmeyer de 2 L, com temperatura constante de 24 °C, iluminacao artificial continua de

9 watts, e acracao continua.

Foram testados em frascos Erlenmeyer de 2 L, cada um contendo 1,6 L de cultivo, sendo
50% (720 ml) de 4gua destilada, 50% (720 ml) do meio de cultivo Zarrouk e 10% de ino6culo

inicial (160 ml) para cada cepa.

Em cada frasco Erlenmeyer, foram instaladas duas pipetas: uma destinada a manutencao
da aeragdao constante, fundamental a homogeneizagcdo do cultivo, e outra adaptada para a

inser¢do de uma seringa estéril, facilitando a coleta de amostras para o monitoramento
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microscopico das culturas (Figura 3). Esse sistema permitiu a coleta periddica sem

comprometer a integridade do cultivo.

Figura 3 - Demonstragdo do sistema de aeracdo e coleta de amostra do meio de cultivo das cepas de Limnospira
platensis.

AERAGAO

£ 3 COLETA DA AMOSTRA
PARA FIXAR

Fonte: Autor, 2025

As amostras para analise morfoldgica e morfométrica das duas cepas foram coletadas e
fixadas com transeau. As coletas para andlises foram realizadas diariamente num periodo
continuo de 15 dias, sem intervalos, permitindo o monitoramento detalhado das distintas fases

do ciclo de vida e do desenvolvimento das cepas.

A avaliacao morfologica das cepas foi realizada considerando parametros morfologicos
e morfométricos, com base em Santos et al. (2023). Dentre as caracteristicas morfologicas
analisadas, as principais observagdes foram: a presenca de aerdtopos, envelope mucilaginoso,
caliptra, habito bentdnico ou planctonico, constricdo, células isopolares ou heteropolares.
Quanto as caracteristicas morfométricas, foram mensurados o comprimento total do organismo;
largura das células; comprimento das células; nimero de espirais por tricoma; a altura das

espirais e a distancia entre elas.

A caracterizagdo morfoldgica das cepas foi realizada em microscopio dptico comum, e
as medidas celulares e dos filamentos foram registradas pelo microscopio invertido com
aquisicdo de imagens Axiovert Al da Zeiss, no Laboratorio de Quimica, Sanecamento e

Modelagem Ambiental da Universidade Federal do Amapa.
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6.3 Crescimento das cepas em diferentes condicoes de diluicio e incidéncia luminosa

Os cultivos das duas cepas de L. platensis foram submetidos a dois niveis distintos de
intensidade luminosa 10w (751 lux) e 20w (1.666 lux) e diferentes dilui¢des do meio Zarrouk
(50 e 75%), com o objetivo de avaliar os efeitos da luz e do meio de cultivo sobre o crescimento

celular.

Para testar as diferentes diluicdes do meio ¢ niveis de intensidade luminosa, o
experimento foi conduzido de forma simultanea, com cada combinagdo experimental realizada
em triplicata. A duracao total do cultivo foi de 30 dias. Os cultivos foram conduzidos em frascos
do tipo Erlenmeyer com capacidade de 2 litros, contendo um volume total de 1.300 mL de meio

inoculado por unidade experimental.

As diluigoes do meio de cultivo Zarrouk foram feitas em duas condi¢des. A diluigdo de
75% foi composta por 25% de meio, 75% de agua destilada, e 10% de indculo (130mL). J4 a
dilui¢do de 50% foi composta por 50% de meio, 50% de 4dgua destilada, e 10% de indculo

(130mL).

Para a variavel luminosidade, foram testados dois niveis de incidéncia luminosa (10 e
20 watts), a primeira simulando a luz solar natural e a segunda simulando as condi¢des de
luminosidade artificial mais fortes. Para a simulagdo dos niveis de intensidade luminosa natural,
utilizou-se luximetro digital, com a aferi¢cao durante 5 dias consecutivos em janela com bastante
entrada de luz. A iluminagdo na sala de cultivo laboratorial do IEPA foi ininterrupta durante o

experimento de 30 dias, com fotoperiodo de 24h.

Para uma melhor compreensao, elaborou-se um esquema com o objetivo de representar
visualmente o delineamento experimental, contemplando as diferentes intensidades luminosas

e as variagoes de diluicao do meio de cultivo Zarrouk (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema elaborado do experimento simultaneo das diferentes diluigdes e intensidade luminosa.

LUMINOSIDADE CEPA UTEX CEPA FRANCESA
(TRIPLICATA) (TRIPLICATA)
o bow bow Gon,  ow) ow) bow

Luminosidade ) [ ) \ ) [\ pAy A
epe e Y \ \
artificial (20 watts) /./ \ // S// S\ y \\ y \\ y \\

G0 @GO Ean) - D) D)

Luminosidade / K A ! /] k % %
natural (10 watts) .& && \/A_\D Q ;\\)

*50% Diluido = 50% {'\gua destilada + 50% Zarrouk
75% Diluido = 75% Agua destilada + 25% Zarrouk

Fonte: Autor, 2025

6.4 Determinacio das taxas de crescimento

O crescimento das cepas foi avaliado por meio de método direto. A estimativa da
densidade algal foi realizada por microscopia, utilizando uma Camara de Neubauer, eficaz para
a contagem de algas com diametros entre 2 ¢ 30 (Rocha, 2003). A contagem das microalgas
ocorreu em cultivo durante 30 dias consecutivos, sendo realizada a contagem a cada 48 horas. Para
a contagem, foram utilizados dois métodos diferentes (Figura 5), conforme o comprimento

médio de cada cepa (UTEX=522,1 um; Varennes=52,2 um).

Figura 5 - Camara de Neubauer vista no microscopio na contagem dos organismos das cepas.

Fonte: Autor, 2025
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Paraa cepa UTEX 1926, a contagem dos organismos foi realizada por meio da contagem
direta dos nove quadrantes maiores da camara (Figura 5a), no qual foi aplicado a seguinte

formula para obter a densidade de organismos por mililitro (org/mL):
Densidade (org/mL) = contagem de organismos x 104/9
Em que:

Contagem de organismos= ¢ o numero total de organismos encontrados nos quadrantes
10* = fator de multiplicagio para transformar o volume contado de cm 3 para organismos por

mL

9= corresponde ao numero de quadrantes grandes contados

Para a cepa francesa, a contagem foi restrita aos cinco quadrantes menores localizados
no interior do quadrante central maior da cadmara (Figura 5b), sendo aplicado a seguinte formula

para obter a densidade de organismos por mililitro (org/mL):
Densidade (org/mL) = contagem de organismos x 50.000
Em que:

Contagem de organismos= ¢ o numero total de organismos encontrados nos cinco

quadrantes pequenos no quadrante grande central

50.000 = fator de multiplicacdo para transformar o volume contado de cm?® para

organismos por mL

Ao final do experimento, a biomassa foi colhida com o auxilio de peneiras com malhas
de 10 e 20 um (Figura 6), confeccionadas manualmente no Laboratério (LACIM) para futuras

analises.
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Figura 6 - Peneiras confeccionadas manualmente para colheita de biomassa.

Fonte: Autor, 2025

6.5 Analise da caracteriza¢io morfologica e morfométrica

A analise da caracterizagdo morfologica das duas cepas de L. platensis foi realizada por
meio de observagdes microscopicas e pela obtengdo de fotomicrografias. As imagens adquiridas
foram utilizadas para a descricdo detalhada das caracteristicas diagnodsticas de cada cepa,
possibilitando a elaboragdo de pranchas ilustrativas contendo os principais caracteres

observados.

Para a caracterizagdo morfométrica das cepas, os valores obtidos foram submetidos ao
calculo de estatisticas descritivas, incluindo média, valor minimo ¢ valor maximo, a fim de
descrever a amplitude de variagdo morfométrica entre os organismos analisados, com o auxilio

do Excel.
6.6 Analise da performance das cepas em diferentes diluicées e intensidades luminosas

Os dados das contagens celulares de cada tratamento foram tabulados e organizados em
planilhas no Microsoft Excel para realizagdo da analise e aplicacdo da regressao linear, visando

a determinacao das curvas de crescimento.

As andlises conduzidas possibilitaram monitorar as diferentes fases do ciclo de
desenvolvimento das microalgas, incluindo as fases de laténcia, crescimento exponencial,

crescimento estacionario e declinio.
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Para modelar o crescimento ao longo do tempo e comparagao da densidade algal entre
as cepas e as diferentes concentragdes, empregou-se a regressdo linear, possibilitando a
estimativa dos seguintes parametros: Taxa de Crescimento Especifico (u); Tempo de

Duplicagao (T2); Produtividade Maxima (Pmax) e Fase log (Mazumdar et al., 2018).
1) Taxa de Crescimento Especifico

A taxa de crescimento especifica descreve a velocidade de crescimento da biomassa por

unidade de tempo (dia), durante a fase exponencial do crescimento, com a seguinte féormula:

InN2 - 1In N1

t2 —tl
3) Tempo de Duplicacio
O tempo de duplicagdo (T2) é o periodo necessario (em dias) para que uma populagdo
celular (ou organismo no caso do atual estudo) dobre em niimero ou biomassa. Ele pode ser

calculado a partir da taxa especifica de crescimento (p), pela formula:

In(2)

4) Produtividade Maxima:

A andlise da produtividade méaxima mostra a capacidade de multiplicagdo dos
organismos, indicando quantos podem ser gerados a partir de um organismo por mL em um dia,
o que corresponde ao ponto de maior inclinacdo da curva de crescimento (fase log), no qual a

biomassa aumenta mais rapidamente, sua féormula é:

Nfinal — Ninicial

Pmax =

Tfinal —Tinicial

Primeiramente, avaliou-se a normalidade da distribui¢ao dos residuos por meio do teste

de Shapiro-Wilk, para identificar se os dados atendiam ao pressuposto de normalidade.

Considerando que as cepas apresentaram densidades celulares iniciais diferentes, os
valores de produtividade maxima (Pmax) foram normalizados em funcao da densidade celular

inicial (N inicial), resultando no parametro Pmax_norm. Essa normalizacdo foi necessaria para
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possibilitar comparagdes estatisticas adequadas entre os tratamentos, evitando o viés causado

pelas diferengas no in6culo inicial.

Foram realizadas andlises de variancia (ANOVA one-way, two-way e three-way) para
avaliar diferengas significativas entre os tratamentos, considerando os fatores cepa,
luminosidade ¢ volume, bem como suas interagdes. Quando constatadas diferencgas
significativas, foram aplicados testes posteriores (po6s-hoc), como o teste de Tukey, para
identificar quais grupos diferiram entre si. Todas as andlises estatisticas, testes de pressupostos
e geracdo de graficos foram conduzidos no ambiente R software (R Core Team, 2025),

utilizando-se os pacotes tidyverse, car e emmeans.
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7 RESULTADOS

7.1 Caracterizacao morfologica e morfométrica

A caracterizacdo morfologica das duas cepas de L. platensis mostrou variagdes
estruturais relevantes entre os organismos. A cepa L. platensis Utex 1926 apresentou tricomas
com constri¢des, as quais aparecem claramente nos septos celulares (Figuras 7d-f). Os tricomas
também apresentaram formacgao espiralada mais aberta (Figura 7b-d) e presenga facultativa de
caliptra nas células apicais (Figura 7b—c). A cepa apresentou habito bentonico facultativo em

cultivo. Nao foram observados aerétopos (Figura 7a), nem envelope mucilaginoso (Figura 7d).

Figura 7 - Caracterizagdo morfoldgica da cepa Limnospira platensis Utex 1926. a) Tricomas sem presenca de
aerdtopos; b) Tricoma célula apical (presenca de caliptra); ¢c) Hormogonio (sem presenga de caliptra); d) Tricoma
sem presenga de envelope mucilaginoso; €) Habito bentdnico e planctonico; f) Constri¢do celular visivel; g) Ciclo
de vida de L. platensis (Hormogo6nio); h) Observagdo das divisdes das células- septos; i) Célula heteropolar
facultativa.

Fonte: Autor, 2025
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Na caracterizacdo morfométrica da cepa Utex 1926 (Figura 8), o comprimento total dos
tricomas apresentou média de 522,0 um, largura celular 11,4 pm e o comprimento celular de
4,34 um. A média de espirais por tricoma foi de 6, com distancia média entre as espirais de 97,9

pm e altura média das espirais de 52,2 pm.

Figura 8 - Medidas da cepa Limnospira platensis UTEX 1926. a) comprimento total dos organismos individual;
b) nlimero de espirais por tricoma; c¢) largura e comprimento das células; d) altura e distdncia das espirais; ¢)
distancia das espirais.

Fonte: Autor, 2025

A cepa Varennes apresentou tricomas mais espiralados, ou seja, espirais mais fechadas,
sem constricdo visivel (figura 9c). A cepa apresentou aerotopos (Figura 9a), e células
isopolares, com extremidades iguais ou semelhantes (Figura 9b-d). Nao foi observado envelope
mucilaginoso (Figura 9d-f), nem caliptra nas cé€lulas apicais (Figura 9b—f). A cepa apresentou

habito planctonico em cultivo (figuras 9e).
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Figura 9 - Caracteriza¢do morfoldgica da cepa Limnospira platensis Varennes. a) Presenga de aerétopos; b) Célula
apical (sem presenga de caliptra); c) Hormogonio (quebra de célula); d) sem presenca de envelope mucilaginoso;
e) Habito planctonico; f) Constricao celular visivel;

Fonte: Autor, 2025

Na caracterizacdo morfométrica da cepa Varennes (Figura 10), o comprimento total dos
tricomas apresentou média de 29,8 um, largura celular de 3,9 pm e o comprimento celular de
2,54 um. A média de espirais por tricoma foi de 3, com distdncia média entre espirais de 9,2

um e altura média das espirais de 15,5 pm.
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Figura 10 - Medidas microscopicas da cepa Varennes a ¢ b) comprimento total dos organismos; ¢) numero de
espirais por tricomas; d e e) altura e distancia das espirais; f) comprimento total do organismo.

Fonte: Autor, 2025
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7.2 Ciclo de vida das cepas de Limnospira platensis
O ciclo de vida de L. platensis Utex 1926 foi acompanhado ao longo de 15 dias,
permitindo a observacdo e registro ilustrado das diferentes fases do seu desenvolvimento

(Figura 11).

O ciclo de vida da L. platensis inicia-se com a fragmentacdo de tricomas maiores,
frequentemente, associada a presencga de células mortas (Figura 11a). A partir desse processo
ocorre a formagdo de hormogodnios, os quais representam a fase exata de multiplicacdo e
aumento do nimero de individuos. Os hormogonios podem originar-se tanto da quebra e
dispersdo de células individuais quanto da fragmentagdo de tricomas maiores, sendo ambas as

formas consideradas equivalentes nesse estdgio (Santos; Sant’Anna et a/, 2010).

Figura 11 — Ciclo de vida Limnospira platensis. a) quebra dos tricomas, b) hormogonios e formagdo de espirais,

¢) caliptra facultativa, d) tricomas mais desenvolvidos, ¢ - f) tricomas grandes e aglomerados (fase log).

Fonte: Ilustrado por Mariellen Negrao, 2025.
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Na segunda fase do ciclo de desenvolvimento, ocorre o crescimento dos hormogonios
(Figura 11b), momento em que se inicia a organizacao das primeiras espirais, geralmente com
uma a duas voltas. Na terceira fase, observa-se o aumento progressivo do comprimento dos
tricomas e do numero de espirais, sendo possivel identificar a presenga facultativa da caliptra,

ou seja, os organismos podem ou nao desenvolver ou formar caliptra na célula apical (figura

11c).

A quarta fase (Figura 11d) caracteriza-se pela formacao de tricomas com 6 a 12 ou mais
espirais, apresentando organismos em diferentes estagios de desenvolvimento, com variagdes
de tamanho. Por fim, na ultima fase, inicia-se o ciclo novamente (Figuras 11e-f), os tricomas
atingem elevado grau de desenvolvimento, exibindo 24 ou mais espirais, com dimensdes

consideravelmente superiores em relacdo as fases anteriores.

A caracterizacdo morfométrica para avaliar o ciclo de vida permitiu também a
observagdo da variacio da dimensdo dos organismos em todas as suas fases de
desenvolvimento. Para tal foi calculado a média, o minimo e maximo de cada parametro,

conforme pode ser observado nas Tabela 1 e 2.

A cepa Utex 1926, apresentou variagdo do comprimento total com média de 341,8 a
697,6 um, largura celular média de 7,3 a 27,8 um, comprimento celular de 1,9 a 12,4 pum. A

média de espirais por tricoma variou de 4 a 10, a altura das espirais variou de 38,5 um a 85,8um,

e a distancia das espirais variou de 61 a 154,6 um, conforme tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagdo morfométrica da cepa UTEX 1926 (média, minimo € maximo).

UTEX Comprimento Largura da célula Comprimento total Espirais por Distincia das Altura das espirais
1926 da célula (um) (nm) (nm) tricoma espirais (um) (nm)

Dia 1 12,4 (6,2-21,6) 27,8(24,0-35,5)  568,3 (83,7 -983,2) 7,52 -15) 146,6 (67,1 - 264,4) 78,5 (36,5 - 133,5)
Dia 2 3,4(1,6-6,9) 7,3 (4,5-13,2) 456,9 (98,9-11724) 63(1-17) 71 (59,6 - 80,6) 41,1 31,9 -51,0)
Dia 3 2,7(1,5-49) 7,4 (5,7-9,5) 655,5(105,0-2156,7) 7,7(1-16) 61 (17,8 -87,4) 40 (29,7 - 62,4)
Dia 4 2,8(1,8-3,8) 9(7,0 -10,8) 469,6 (31,8-14874) 4,7(1-13)  71,2(59,1 - 100) 38,5 (22,6 - 55,5)
Dia5 2,9(1,5-4)9) 8,4 (7,0 - 10,5) 402,4 (101,0 -885,6) 5,6(2-11) 64,3 (50,9 -80,1) 38,7 (31,2 -48,9)
Dia 6 34(1,2-29) 10,4 (2,5 - 15,6) 463,9 (75,5-1475,5) 4,(1-14) 113 (73,3 - 239,6) 58,6 (34,5 - 106,6)
Dia 7 3,9(2,3-6,5) 10,3 (6,9 - 13,4) 341,8(103,5-661,9) 3,2(1-6) 104,7 (73,0 - 191,7) 60,1 (40,2 - 109,8)
Dia 8 4,1(2,6-73) 13,4 (9,3-23,9) 527,2(135,4-1478,9) 5,5(1-17) 144,5 (58,4 - 230,4) 85,8 (44,7 - 122,3)
Dia 9 2,9(2,0-5,0) 8,8 (7,8 - 10,5) 636,0 (137,6 - 1512,8) 7,9 (1 -20) 82,8 (34,4 - 104,6) 40,6 (34,4 -49,2)
Dia 10 3,5(1,6 -3,0) 8,5(7,3-94) 390,1 (79,9 - 975,3) 55(1-13) 116,5 (57,7-195,7) 63 (33,2 -107,0)
Dia 11 1,9 (1,0 - 3,0) 8,3 (5,7-10,0) 697,6 (258,2 - 1402,3) 10,3(3-24) 74,3 (63,4-101,9) 41,4 (34,4 - 48,9)
Dia 12 3,5(1,2-6,5) 9,3(7,6-11,7) 560,6 (193,0 - 1222,5) 6,9 (2 - 16) 87,5 (44,8 - 115,4) 34,7 (25,4 - 44,8)
Dia 13 34(2,1-498) 8,1 (6,4 -10,6) 578,9 (218,3 -1280,9) 58(2-12)  71,5(37,9-91,3) 40,5 (34,3 -47,4)
Dia 14 7,1 (4,0 - 10,0) 18,5(17,1-20,2)  579,8 (173,1-1032,3) 7 (3-12) 105,4 (59,6 - 169,3) 55,8 (31,9 - 101,4)

36



Dia1s  65(40-10,6) 162 (12,9-222) 501,9(108,7-1083,1) 4,9(1-12) 154,6(84-259,5) 642 (36,9 - 105,3)
Para a cepa Varennes, o comprimento total variou com média de 22,1 a 39,7 um, a

largura celular de 3,9 a 4,0 um, o comprimento celular de 2,3 a 2,7 um. A média de espirais por

tricoma variou de 3 a 4. A altura das espirais variou de 6,5 um a 17,4 um, e a distancia das

espirais variou de 7,6 a 15,7 um, conforme tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo morfométrica da cepa L. platensis Varennes (média, minimo ¢ maximo).
Comprimento da  Largura da Comprimento total Espirais por Distincia das Altura das espirais

Varennes célula (um) célula (nm) (nm) tricoma espirais (um) (nm)
Dia 1 0,0 0,0 31,4 (18,5 -49,5) 372-7)  15,7(11,6-19,5) 6,5 (3,9 - 14,5)
Dia 2 0,0 0,0 34,7 (17,6 - 61,9) 3,7(1-8) 7,6(3,9-13,4) 16,7 (13,9 - 19,9)
Dia 3 0,0 0,0 39,4 (23,9 - 63.,4) 2,5(1-5) 8,3(3,3-16,2) 14,4 (8,3 - 18,6)
Dia 4 0,0 0,0 39,7 (24,4 - 86,5) 34(2-8) 10,0(4,5-155) 17,9 (11,5 - 39,5)
Dia 5 0,0 0,0 30,3 (13,6 - 47.3) 302-5  89(53-144) 15,6 (16,6 - 18,2)
Dia 6 0,0 0,0 22,1 (13,0 - 37.3) 29(2-5)  88(3,3-144) 15,2 (13,5 - 17.5)
Dia 7 0,0 0,0 30,8 (18,3 - 51,4) 28(2-4) 10,1 (4,3-16,6) 17,0 (14,0 - 20,0)
Dia 8 0,0 0,0 30,9 (18,0 - 43,7) 3,1(2-6) 9,8 (4,6 - 17,8) 16,9 (13,4 - 20,8)
Dia 9 0,0 0,0 32,6 21,7 - 67,7) 33(1-7)  9,5(5,6-15,0) 16,8 (14,6 - 19,7)
Dial0 00 0,0 26,1 (11,3 - 40,6) 302-5) 7.8(4,5-142) 14,9 (7,3 - 19,0)
Diall 0,0 0,0 26,7 (154-51,7) 33(2-7)  84(3,1-14,5) 16,1 (13,3 - 19,5)
Dia12 0,0 0,0 25,1 (11,4 - 48,7) 3,1(2-6) 8,3 (4,4-12,9) 16,2 (13,2 - 23,9)
Dial3 00 0,0 23,0 (12,0 - 35,2) 32(2-8) 89(1,9-173) 17,4 (10,6 - 33,0)
Dia 14 23(1-4) 393,2-4,6) 28,0(14,4-41,2) 39(2-6) 8,4(4,6-129) 14,7 (13,4-17,2)
Dial5  2,7(1,5-5) 4,0(2,8-53) 26,5 (16,4 -43.7) 3,5(1-5) 7.4(4,1-128) 15,6 (13,5 - 17.8)

Através da morfometria, observou-se que existe diferenca na dimensao individual nos

tamanhos dos organismos de cada cepa (Figural2). O comprimento total maximo para a cepa

Utex 1926 foi de 2156,7 um, quanto para a cepa Varennes o comprimento total maximo foi de

86,5. Os valores minimos de 31,8 pm para a Utex 1926 e 11,3 um para a Varennes, refletem

diferencas expressivas no tamanho dos tricomas e na integridade dos filamentos, indicando

plasticidade morfométrica independente do estagio de desenvolvimento de cada cepa.

37



Figura 12 — Cepa L. platensis UTEX 1926 (filamento maior) e cepa L. platensis Varennes (filamento menor no
circulo vermelho).

Fonte: Autor, 2025

7.3 Experimento das diferentes condi¢des e determinacio das taxas de crescimento
Ao término do cultivo simultanea das cepas Utex 1926 ¢ Varennes, a biomassa foi
colhida e armazenada para andlises posteriores (Figura 13c-¢). Durante a colheita, observou-se

a presen¢a de pigmentacao caracteristica, destacando-se a ficocianina, pigmento azul (Figura
131).

Figura 13 - Experimento simultidneo das diferentes condi¢des de cultivo e colheita final da biomassa.

Fonte: Autor, 2025
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Os parametros taxa de crescimento especifico (n), o tempo de duplicagdao (T2), a
produtividade maxima (Pmax) e o intervalo correspondente a fase logaritmica de crescimento
(dias) foram utilizados para comparar a performance das duas cepas. A maior produtividade
maxima registrada foi da cepa Utex 1926 no tratamento de 50% de diluicdo e 10 watts (Pmax
= 95,3). Este resultado significa que, na fase exponencial de crescimento desta cepa, cada
organismo pode gerar até 95,3 novos organismos por mL em um dia. No entanto, este mesmo
tratamento apresentou taxa de crescimento especifico mais baixa (u = 0,10 dia™') com um T2 =
6,8 dias (Tabela 3).

Tabela 3- Média dos parametros de crescimento para as cepas Utex 1926 e Varennes nos diferentes tratamentos.

TRATAMENTOS u T2 Pmax Fase log (dias)
Utex (50% 10w) 0,10 6,8 95,3 28 - exp

Utex (50% 20w) 0,09 7,9 73,3 24 - 28

Utex (75% 10w) 0,22 3,2 94,7 4-8;24 -exp
Utex (75% 20w) 0,14 5,0 71,0 2-8;14-20
Varennes (50% 10w) 0,13 5,4 23,6 14 -24
Varennes (50% 20w) 0,11 6,0 12,5 14 -22
Varennes (75% 10w) 0,12 5,7 18,0 14 -24
Varennes(75% _20w) 0,09 7,4 12,1 2-24

Legenda: u= taxa de crescimento especifico (dia-1); T2= tempo de duplicagdo (dia'); Pmax= Produtividade méaxima
(org/mL/dia/org); Log= Fase exponencial (dias em que foi detectada a fase log durante o experimento).

A cepa Utex, no tratamento de 75% de diluicdo e 10 watts, apresentou o menor tempo
de duplicacao (T2 = 3,2 dias) e a maior taxa de crescimento especifico (u = 0,22 dia™),
indicando rapido crescimento celular. Esse tratamento também apresentou valores elevados de

produtividade maxima (Pmax = 94,7).

Nos tratamentos com 20 watts, a cepa Utex apresentou menor produtividade maxima
(Pmax = 73,3 e 71,0) e taxas de crescimento especifico variando entre u = 0,09 e 0,14 dia™".
Além disso, o tempo de duplica¢dao foi mais longo (T2 = 7,9 e 5,0 dias) em comparagao aos
tratamentos com 10 watts. Esses resultados indicam que a maior intensidade luminosa (20

watts) ndo favoreceu o desempenho da cepa.

Os parametros de crescimento da cepa Varennes, apresentaram valores
significativamente menores (p<0,05). O tratamento de 50% de meio diluido e 10 watts, foi o
que apresentou maior produtividade maxima para esta cepa (Pmax= 23,6), com maior taxa de

crescimento especifico (u = 0,13 dia™) e (T2= 5,4 dias).

O tratamento de 75% de meio diluido e 10 watts mostrou o segundo maior valor de
produtividade para esta cepa (Pmax= 18,0), com taxa u= 0,12 dia™! e tempo de duplicacao de
T2 =5,7 dias.
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Nos tratamentos de 20 watts, a cepa Varennes apresentou menores valores de
produtividade méxima (Pmax =12,1 e 12,5), a taxa de crescimento especifico teve varia¢do de
pu=0,11 e 0,09 dia™', além de tempos de duplicacdo mais longos (T2 = 6,0 ¢ 7,4 dias) em

comparagao ao tratamento de 10 watts.

Para observar o crescimento exponencial das cepas foram plotados graficos na forma de
curvas de crescimento ao longo de 30 dias, nas quais pode-se observar a o crescimento
exponencial (fase log) para cada cepa. No tratamento de 50% diluido e 10 watts da cepa Utex,
observou-se crescimento gradual ao longo dos primeiros 20 dias, seguido de um aumento
expressivo da densidade celular proximo ao final do experimento, alcangando valores
superiores a 100.000 org/mL (Figura 14). A fase exponencial para esta cepa foi mais evidente
entre os dias 28 e final do experimento, este tratamento manteve o crescimento exponencial

apos os 30 dias.

Figura 14 - Curvas de crescimento dos diferentes tratamentos cepa UTEX 1926 com indicagdo da fase de
crescimento exponencial (fase log).
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Para o tratamento de 50% diluido e 20 watts da cepa Utex, a densidade celular
apresentou crescimento mais lento, mas continuo, atingindo aproximadamente 80.000 org/mL
no 30° dia. A fase logaritmica para esta cepa ocorreu entre os dias 24 e 28, indicando atraso no

estabelecimento do crescimento exponencial em comparagdo ao tratamento com 10 watts.
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A curva de crescimento da cepa Varennes, nos tratamentos de 75% de diluicdo e 10
watts, apresentou rapido aumento da densidade celular nos primeiros dias, com duas fases
logaritmicas bem definidas: a primeira entre os dias 4 e 8, e a segunda entre 24 e o final do

cultivo. O pico de densidade atingiu cerca de 73.000 org/mL.

Por fim, no tratamento de 75% de dilui¢do e 20 watts da cepa Varennes, verificou-se
crescimento mais irregular, com oscilagdes na densidade celular a partir do 14° dia. A fase
logaritmica inicial ocorreu entre os dias 2 e 8, seguida de uma nova fase entre os dias 14 e 20.
O valor maximo observado foi proximo a 70.000 org/mL, mas com forte instabilidade no final

do cultivo.

A cepa Varennes apresentou comportamento e fase log diferentes em compara¢do com
a cepa Utex. No tratamento com 50% do meio diluido e 10 watts, observou-se um crescimento
inicial lento até o 10° dia, seguido de um aumento expressivo da densidade celular, alcangando
valores proximos a 100.000 org/mL por volta do 24° dia. No entanto, ap0s esse pico, a densidade

reduziu, indicando possivel entrada na fase estacionaria (Figura 15).

Figura 15 - Curvas de crescimento dos diferentes tratamentos cepa Varennes com indicacao da fase de crescimento
exponencial (fase log).
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O tratamento com o meio 50% diluido e 20 watts, a curva mostrou um padrao de
crescimento continuo, com a fase logaritmica se estendendo até o 22° dia, atingindo densidade
maxima em torno de 700.000 org/mL, seguida de oscilagdes que sugerem alternancia entre fases

estacionaria e declinio.
41



Nos cultivos com 75% do meio diluido e 10 watts, a cepa Varennes exibiu crescimento
consistente, alcangando densidades proximas a 100.00 org/mL no 24° dia, com fase log entre o
10° e o 22° dia. Contudo, a curva também apresentou oscilagdes posteriores, sugerindo

instabilidade apos o pico de crescimento.

Jano tratamento de 75% diluido e 20 watts, o crescimento foi mais moderado, atingindo
um maximo de aproximadamente 700.000 org/mL no 24° dia. Nesse tratamento, a fase log foi
mais definida e prolongada, demonstrando que essa combinagdo favoreceu maior estabilidade

do crescimento, embora sem atingir densidades tdo elevadas quanto em 10W.

7.4 Comparacio entre as cepas

A analise de ANOVA mostrou diferengas significativas entre as cepas Utex 1926 e
Varennes, ¢ entre as intensidades luminosas de 10 e 20 watts. Para os demais parametros (u €

T2) ndo houve diferencas significativas (Tabela 4).

Tabela 4- Resultados teste ANOVA entre os diferentes tratamentos (valores de p).

Parametros (n) (T2) (Pmax)
Cepa 0,24 0,08 1,52 e-08 *
Dilui¢do 0,41 0,84 0,73
Intensidade luminosa 0,41 0,47 0,02%
Capa x diluicao 0,85 0,67 0,9

Cepa x intensidade luminosa 1,00 0,46 0,28
Diluigao x intensidade luminosa 0,37 0,27 0,88

Cepa x dilui¢do x intensidade luminosa 0,78 0,69 0,79
*Valores com diferencas significativas

A analise do parametro produtividade maxima revelou diferencas significativas entre as
cepas e intensidades luminosas testadas (Grafico 1). A cepa Utex apresentou valores
significativamente superiores em comparacdo com a cepa Varennes (p<0,05),

independentemente da intensidade luminosa testada e dilui¢do do meio de cultivo.
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Grifico 1 - Comparagdo da produtividade méxima entre as cepas L. platensis Utex 1926 e L. platensis Varennes

sob diferentes intensidades luminosas (10 W e 20 W).

Média £ erro padrao para Pmax_norm

100

’ 1

Cepa
Utex
Varennes

Pmax_norm
w
(=

25

10w 20w
Luminosidade

A cepa Utex nos tratamentos 10 watts, apresentaram valores superiores em relagdo
tratamento de 20 watts. Sob 10 watts, a Utex alcangou a maior produtividade méxima média (~
95,0), enquanto sob 20 watts houve redugdo, mas ainda mantendo valores elevados (~72,1). Ja
a cepa Varennes nao apresentou diferenga significativa (p>0,05) entre os niveis de intensidade
luminosa. Para os tratamentos de 10 watts a produtividade média foi de ~20,8 e ainda menores
sob 20 watts (~12,3). Esses resultados indicam que a cepa Utex possui maior potencial
produtivo e melhor aproveitamento da luminosidade em condi¢cdes de menor intensidade,
enquanto a cepa Varennes apresenta desempenho limitado, independentemente, da intensidade
luminosa. Assim, a Utex destaca-se como a cepa que apresentou melhor adaptagao as diferentes

variacdes dos tratamentos.
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8 DISCUSSAO
Caracterizacio morfologica e morfométrica

A comparacdo entre as cepas de L. platensis revelou diferengas morfoldgicas relevantes,
como por exemplo o comprimento total dos organismos da cepa Varennes ¢ em média
equivalente a altura das espirais observadas na cepa Utex 1926, destacando a grande diferenca
nas dimensdes entre as duas cepas (Figura 12). Além disso, a cepa Utex se destacou pelo
comportamento bentdnico e pelas espirais mais abertas, enquanto a cepa Varennes evidenciou
habito planctonico, espirais mais compactas, semelhantes a uma mola e grande quantidade de
aerdtopos. A auséncia de aerdtopos na cepa Utex esta relacionada ao seu hdbito bentdnico,
enquanto a presen¢a dessas vesiculas gasosas justifica o habito planctonico da cepa Varennes,
uma vez estas estruturas sao ligadas a flutuagdo, ou talvez possam acumular ar entre as espirais

que sao mais fechadas, similares a molas.

Na caracterizagdo morfométrica, ambas as cepas demonstraram plasticidade nas
medidas ao longo dos dias de cultivo, variacdo que pode estar relacionada ao crescimento
natural que ocorre ao longo do ciclo de vida. A fase inicial desse ciclo ¢ marcada pela
fragmentacao e multiplicacdo celular, momento em que ha maior ocorréncia de células mortas
e consequente formacgdo de hormogdnios, responsaveis pelo aumento no nimero de individuos.
Esse comportamento também foi descrito para Arthrospira platensis em estudos anteriores

(Santos; Sant’Anna, 2010; Malone et al., 2010).

Vale ressaltar que o ciclo de vida da L. platensis, representado em ilustragdo neste
estudo, foi registrado a partir de observagdes microscopicas, possibilitando uma atualizagao da
descricdo especifica para essa cepa. Nos trabalhos classicos de Ciferri (1985) e Balloni (1980),
o ciclo de vida do género Arthrospira, unico registro da descricdo do ciclo de vida desse
organismo, ¢ caracterizado pela fragmentagdo do tricoma em diferentes partes, ocorrendo em
pontos de células especializadas, denominadas necridios. No entanto, em nossas analises ndo
foi registrada a presenga de necridios durante o ciclo de desenvolvimento da L. platensis cepa
Utex 1926, o que reforca a importancia desse registro especifico do ciclo de vida para essa
espécie, evidenciando possiveis diferengas morfologicas e fisioldgicas entre os géneros

Arthrospira, Limnospira e outros géneros.

Outro aspecto relevante observado foi a presenca de caliptra, considerada uma
caracteristica de L. platensis. Entretanto, na cepa Utex 1926, a presenca dessa estrutura

mostrou-se facultativa, uma vez que nao houve formacao de caliptra nos hormogonios. Esse
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achado sugere que a caliptra pode nao se desenvolver em todos os estagios do ciclo ou em todos
os fragmentos, podendo estar associada a condi¢des especificas de cultivo, ao tipo celular ou a

fases distintas do crescimento.

De acordo com Nowicka-krawczyk et al. (2018), A. platensis foi descrita como um
organismo bentonico no Uruguai, apresentando caliptras raras, pequenas € pouco perceptiveis,
geralmente arredondadas e provavelmente sem aerotopos. Nesse contexto, a presenca de
caliptra facultativa observada na cepa Utex 1926 refor¢a sua proximidade com Limnospira de
acordo com Santos ef al. (2023). Além disso, ¢ importante mencionar que a cepa Utex 1926 ¢
um clone da cepa de referéncia para a espécie L. platensis que esta depositada na Colecao de
Cianobactérias do Instituto Pasteur na Franca com o registro PCC7345. Tal variagao
morfolégica pode indicar plasticidade adaptativa e reforca a importdncia da melhor

compreensao da biologia e do ciclo de vida da Limnospira.

A cepa Varennes apresentou caracteristicas morfoldgicas distintas em relagdo a cepa
Utex 1926, reconhecida na literatura como L. platensis. Enquanto a Utex confirma as
caracteristicas da espécie, a cepa Varennes exibiu dimensdes celulares entre 3 e 4 um de largura
e presenca de aerotopos, tracos geralmente associados ao género Arthrospira (Sinetova et al.,
2024). Contudo, a presenca dessas caracteristicas ndo ¢ suficiente para confirmar sua
classificacdo como Arthrospira, visto que variagdes morfologicas podem ocorrer em funcao de

condi¢des ambientais ou até de diversidade intraespecifica.

Vale ressaltar que esta cepa ¢ originaria de uma fazenda de produ¢do na Franga, onde
sua identificacdo ndo ¢ descrita. Assim, torna-se necessario realizar estudos complementares,
especialmente de natureza molecular e filogenética, para esclarecer se a cepa Varennes ¢ um
caso de diversidade fenotipica dentro de L. platensis, ou se € uma possivel variagao proxima ao

género Arthrospira.

Cultivo em diferentes diluicoes e intensidade luminosa

A comparacdo dos parametros de crescimento das cepas Utex 1926 e Varennes sob
diferentes diluicoes do meio Zarrouk e intensidades luminosas evidenciou diferengas
significativas no desempenho produtivo entre elas. A cepa Utex apresentou melhor
desempenho, especialmente sob intensidade luminosa de 10 watts, enquanto a cepa Varennes

nao apresentou variacdes relevantes em fungao da luminosidade.
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Visto que houve diferenga significativa na produtividade maxima entre as cepas, com a
Utex 1926 atingindo Pmax 95,3 para Utex, e 23,6 para Varennes, evidenciou-se o maior
potencial produtivo a cepa Utex 1926. A luminosidade influenciou especialmente a Utex, na
qual 10 watts favoreceram maiores taxas de crescimento e produtividade, enquanto 20 W
resultou em crescimento irregular e valores reduzidos de Pmax. Isso expressa a diferenca

significativa de produtividade entre as cepas para os diferentes niveis de intensidade luminosa.

A influéncia da luminosidade foi particularmente relevante para o cultivo da cepa Utex
1926. Os tratamentos com 10 watts favoreceram maiores taxas de crescimento e produtividade
em relagdo a 20 watts. A influéncia da luz no cultivo da Utex corrobora estudos que demonstram
que intensidades menores tendem a favorecer a fotossintese e o crescimento, enquanto niveis
excessivos podem gerar estresse foto-oxidativo e reduzir a produtividade da biomassa
(Muliterno et al., 2005). Este efeito oxidativo foi registrado nos tratamentos de 20 watts, no
qual os organismos cultivados apresentaram caracteristica de cor amarelada, cor relacionadas a
foto-oxidagdo (FOX, 1999, p. 54). A alteracdo do pigmento pode comprometer a integridade
do organismo, reduzindo ou até eliminando a funcdo da antena na captura de fbétons e,

consequentemente, a atividade fotossintética. (Jung et al., 2023).

Os diferentes tratamentos de diluicdo do meio de cultivo ndo apresentaram diferenca
significativa entre si. Visto isso, a cepa Utex 1926, com dilui¢do de 75% favoreceu um
crescimento rapido, evidenciado por duas fases logaritmicas bem definidas, especialmente
quando cultivada sob intensidade luminosa de 10 watts. Isso demonstra que formulagdes mais
concentradas ndo sdo necessariamente vantajosas para esta espécie. No estudo de Delrue et al.
(2017), o meio Zarrouk modificado diluido a 20% apresentou as maiores taxas de crescimento
e produtividade média até o 21° dia, embora com declinio mais precoce no peso seco apos o dia
20, enquanto a 50% mostrou desempenho semelhante, mas mais estdvel ao longo do tempo.
Isso corrobora e indica que a reducdo da concentragdo do meio pode manter a produtividade e,
ao mesmo tempo, reduzir custos de cultivo. Estes resultados sdo de grande relevancia,
mostrando que a produtividade da L. platensis pode ser otimizada utilizando meio de cultivo
mais diluido. No entanto, recomendamos que seja realizada analise qualitativa complementar

para verificar se a qualidade da biomassa ¢ semelhante entre as dilui¢cdes de 50% e 75%.

Vale ressaltar que, o experimento de todos os tratamentos foi mantido em temperatura
contante de 24°C, fator ambiental que pode influenciar na producao da biomassa das cepas. No
estudo de Santos et al. (2024), avaliando diferentes intensidades luminosas e temperaturas,

observou-se que a 25 °C ocorreu o maior rendimento celular, cerca de duas vezes superior ao
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obtido a 30 °C e 17 vezes maior que a 35 °C. Esses resultados indicam que temperaturas mais
elevadas limitam o crescimento, além de evidenciarem que a intensidade luminosa influencia
diretamente a produtividade da biomassa de Limnospira platensis. Fatores ambientais e
climaticos apresentam grande influéncia na produgdo de biomassa, proteina, lipidios,
intensidades luminosas e temperatura irregular podem ter efeito negativo na producgdo de
biomassa (Colla et al., 2007). A temperatura constante de aproximadamente 24 °C,
luminosidade natural regular entre 10 e 15 watts, condi¢des testadas no cultivo das cepas neste
estudo, mostraram-se relevantes para a maximizacao da produtividade de biomassa de L.
platensis. Ressalta-se que a intensidade de 10 watts simulou a luz natural, sugerindo que tais
condi¢cdes podem ser consideradas ideais. Além disso, essas caracteristicas ambientais sdo

tipicas da regido Amazonica, especialmente no Amapa (VILHENA, 2018, p. 36).

Nas curvas de crescimento analisadas, observou-se que a cepa Varennes entrou em fase
de declinio em trés dos tratamentos testados. Em contrapartida, a cepa Utex 1926 apresentou
crescimento continuo durante a fase exponencial, sem atingir claramente a fase de declinio, o
que indica que o periodo de 30 dias nao foi suficiente para atingir todo o ciclo de crescimento
dessa cepa. Resultados semelhantes foram relatados por Madkour ef al. (2012), que observaram
curvas de crescimento com comportamento constante entre diferentes concentragdes de meio
de cultivo de custo reduzido, atingindo picos de biomassa entre o 27° e o 33° dia. Dessa forma,
pode-se inferir que a cepa L. platensis Utex 1926 tende a alcangar o pico de biomassa apds o
periodo experimental aqui adotado (30 dias), enquanto a cepa Varennes demonstra limitagdes

fisiologicas que aceleram a entrada na fase estacionaria e de declinio.
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9 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a cepa L. platensis Utex 1926 apresentou
melhor performance de crescimento e produtividade maxima, significativamente superior em
relacdo a cepa Varennes. A relevancia desta investigacao reside na geracao de informagdes que
contribuem para a consolidagdo do conhecimento sobre L. platensis, organismo de grande valor
industrial e ambiental. Em sintese, a cepa Utex 1926 apresentou desempenho superior em todos
os parametros avaliados (i, T2, Pmax), indicando maior potencial produtivo e destacando-se
como candidata promissora para cultivos comerciais em larga escala.

Os resultados oferecem subsidios para a otimizagdo de condigdes de cultivo em
aplicagdes biotecnoldgicas, nutricionais e sustentaveis, servindo como base para futuras
pesquisas que busquem ampliar o uso deste recurso em diferentes setores. Além disso, o estudo
destaca a relevancia do cultivo de L. platensis no contexto da sustentabilidade e tendéncia verde,
uma vez que nao exige o uso do solo e degradagdo ambiental e apresenta baixo custo,
favorecendo a otimizagdo da produtividade da biomassa.

Este estudo refor¢a a importancia da caracterizagdo morfologica, morfométrica, e do
acompanhamento do crescimento de cepas de L. platensis como ferramentas essenciais para
compreender a variabilidade entre diferentes cepas e suas implicagdes no cultivo. Apesar das
variacdes morfoldgicas e de crescimento observadas entre as duas cepas sob diferentes
condigdes de diluicdo do meio e intensidade luminosa, torna-se necessaria a realizacao de
estudos mais aprofundados voltados a formulacdo e caracterizagdo da biomassa produzida.
Essas analises poderdo elucidar o perfil proteico e bioquimico de cada cepa, possibilitando a
defini¢do de aplicagdes especificas, como suplementos nutricionais, alimentos funcionais,

biocombustiveis ou formulagdes para aquicultura, ampliando seu uso bioprospectivo.
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Apéndice

Figura 1 — Comparagdo da taxa de crescimento especifico () entre cepas Limnospira
platensis UTEX 1926 e Varennes sob diferentes intensidades luminosas (10 W e 20 W).
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Figura 2 — Comparagdo do tempo de duplicacdo celular (T2) entre as cepas Limnospira

platensis UTEX 1926 e Varennes sob diferentes intensidades luminosas (10 W e 20 W).
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