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Resumo:

As microalgas sdo importantes fontes energética para alimentacdo humana
e animal e também matéria prima para producdo de biocombustivel. O
presente estudo avaliou o potencial de adaptacdo da microalga Spirulina
platensis as condicdes laboratoriais, sua producdo umida e seu potencial de
producdo de biomassa seca. Foram testados trés meios de cultura
inorganicos T1, T2 e T3 com duas repeticbes cada um. O monitoramento da
cultura foi realizado determinando-se a densidade celular com auxilio de
uma camara de Neubauer e um microscopio 6ptico da marca Olympus. A
temperatura e a salinidade foram mantidas constantes a 18° C e 35%o
respectivamente sem fotoperiodo com lampada fluorescente de 40 W
durante 61 dias. Realizaram-se a filtragem seguida da secagem em estufa a
60°C até um valor constante e a pesagem em balanca analitica. Como
resultado, os meios T1, T2 e T3 produziram 2,1 g/L; 0,75 g/L e 2,08 g/L,
respectivamente. A andlise estatistica de comparacdo de variancia indicou
diferenca estatistica entre os meios T1 e T2, T2 e T3 e nenhuma diferenca
estatistica entre T1 e T3. Com estes resultados, conclui-se a possibilidade
de producédo da Spirulina platensis em ambiente controlado no laboratorio.

Introducao

O cultivo de microalgas é uma atividade que merece atencéo
particular, em decorréncia do seu rapido desenvolvimento, suas
importancias ecologica e socioecondmica. A producdo em larga escala €
incomum no Brasil, entretanto muitas culturas antigas e modernas utilizam
algas para uma variedade de propdsitos e, com o desenvolvimento da
biotecnologia, muitas algas terdo papel importante no dia a dia (Arruda et al.,
2007). Em decorréncia do aumento da populacédo e da falta de proteinas, um
esforco intenso vém sendo feito para explorar fontes alternativas de
proteinas (Becker, 2004). No Brasil a comercializacdo e o cultivo de
microalgas sdo recentes, sendo objetos de pesquisas devido a suas
propriedades energéticas, como fonte de minerais essenciais e de producéo
de biocombustivel (Sebastien, 1999). Além disso, também Ihe é atribuido
valor terapéutico na cura do cancer, hipertenséo, entre outros males.
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A microalga Chlorella € um composto alimentar energético que repde
uma seérie de minerais essenciais em falta na dieta cotidiana. Em outras
comunicagdes, a bidloga Célia Leite Sant’Anna informa que a Chlorella é
inteiramente absorvida pelo organismo, tendo entdo bom proveito. Alguns
médicos recomendam aos pacientes com enfraguecimento 0sseo,
osteoporose, a mulher na menopausa, as criangcas com resfriamento
frequente ou sofrendo de perturbacdes nas vias respiratdrias, quando muda
o clima, e para o tratamento da anemia. Com relagéo aos obesos, considera-
se que a ingestdo de capsulas desta microalga 30 minutos antes das
refeicbes da uma sensacdo de saciedade, reduzindo o consumo de
alimentos. Verifica-se ainda que em decorréncia de sua composicéo
quimica, as microalgas foram incorporadas a alimentacdo dos astronautas.
Para isto, elas passam por um processo de liofilizacdo e prensagem até a
transformacdo em pastilha ou farinha apdés um cultivo controlado sem
contaminacao.

A caréncia protéica e a demanda elevada de alimento nos paises em
desenvolvimento da Asia, América Latina e Africa, levaram a procura de
fontes alternativas de proteinas (Becker, 1994). No Zaire, na Fundacédo
Mutundu, em dezembro de 1995, em 20 casos de ma nutricdo severa de
criangas de 2 a 13 anos de idade, estas receberam junto a comida 10 g/dia
de Spirulina. ApGs trés meses de tratamento, sete criancas recuperaram
80% do peso, cinco recuperaram 70%; seis recuperaram 40% e duas
recuperaram 20% do peso, ressaltando que 13 casos eram de anemia
severa e ainda que a recuperacido no Benin Africa Ocidental) foi de 15 dias
com o mesmo tratamento (FOX, 1996). A presenca de aminoacido essencial
e omega 6 na Spirulina permite o tratamento de doencas como hipertenséao,
esclerose mudltipla, diabetes e controle gastrintestinal. Como a Chlorella,
muitos artigos, observagfes e comunicagbes publicadas atestam o valor
nutritivo e curativo de Spirulina. De acordo com FOX (1996), a analise da
Spirulina mostra 60% de proteina, 7% de Lipidio, 15 % de glucidio e uma
grande quantidade de lipidios insaturados, aminoacidos essenciais, sais
minerais e vitaminas.

O uso na alimentacdo humana como fonte de proteinas € uma
possibilidade. Embora sejam antigos os conhecimentos de sua riqueza em
nutrientes e vitaminas, sua comercializacdo é recente. Para seu uso em
alimentacdo humana, € recomendado identificar sua composi¢cdo quimica,
seu teor de proteina, a presenca ou ndo de substancias toxicas (Becker,
2007). De acordo com a UNICEF (1995) apud Fox (1996) 150 milhdes de
criancas sdo mal nutridas, onde 30 milhdes sofrem de ma nutricdo avancada
de 2° e 3° graus na escala de Gomes, sendo de alto risco de morte. A
maioria foi curada em menos de trés meses ingerindo 10g/dia de Spirulina.

Estudos feitos por Becker (1994) e Fox (1996), foram realizados no
Senegal, no Togo, no Chade, no Peru, na China e na india, com alguns
géneros, tais como Spirulina, Scenedesmus e Chlorella e introduzidas
diretamente na dieta dos desnutridos cronicos. A Spirulina, chamada de
“Tecuitlatl” pelos astecas no México e “biri” pelos kanembou, tribo do norte
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do lago Chade, na Africa Central, € consumida nestes locais e constitui
parte de alimento.

Segundo Becker (1996), muito embora se reconheca o valor protéico
das microalgas, a proteina de origem vegetal ndo pode ser vista como
substituto da de origem animal, mas como suplemento alimentar, na
alimentacdo humana e sua comercializacdo sao de qualquer modo
totalmente novos. As microalgas sdo também utilizadas como fonte de
matéria prima para as industrias farmacéuticas. Segundo Richmond (1996),
o valor farmacéutico das microalgas é reconhecido ha muito tempo. Dentre
as propriedades terapéuticas das algas marinhas, pode-se mencionar:
antivomito, antihipertensivo, anticoagulante, antiatividade hiperlipénica, baixa
taxa de colesterol, antibidtico, redutor da atividade de tumores, como
ativador de enzimas e fonte de vitaminas. De acordo com Preto et al. (1981);
Krinsky (1988); Ziegler (1989) apud Ben Amotz et al. (1991), epidemioldgicos
e oncologicos sugerem que o alto nivel de [-caroteno no homem pode
protegé-lo contra o desenvolvimento do cancer. Por esta razdo, hoje
estudos estdo sendo feitos no Instituto Nacional do Céancer, nos Estados
Unidos, para mostrar que o uso diario de [(-caroteno pode reduzir a
ocorréncia do cancer nos seres humanos (Fabrega et al.,1996).

Diante da importancia das microalgas como complemento alimentar,
tanto para os seres humanos como para 0S organismos aquaticos, surge a
necessidade de desenvolver tecnologia de producéo de microalga Spirulina
platensis em laboratério.

Materiais e Métodos

O presente experimento foi realizado no Laboratério de Ecotecnologia
e Biomanipulacdo no Centro de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (CPAA),
segundo o modelo ao acaso, constituindo-se de trés tratamentos com duas
repeticbes cada. Os meios foram compostos de:

T,:4,0 g/L de NaHCOg3, 1,0 g/L de NPK e 0,1 g/L de Superfosfato;

T, : 8,0 g/L de NaHCOg3, 5,0 g/L de NaCl (sal), 0,1 g/L de uréia; 0,1 g/L
de NH4H3POy,4, 0,1 g/L de K5S0y, 0,2 de MgSO47H20, 0,001 g/L de FeSQOy;

e T3 5,9 g/L de NaHCOg3; 8,6 g/L de NaCl; 0,093 g/L de K;HPOy;
0,0058 g/L de FeSOy4, 0,523 g/L de NaNOs3, 0,078 g/L de K,SO,. As solucdes
preparadas passaram por esterilizacdo em autoclave a 121°C durante 20
minutos. O cultivo iniciou-se em tubos de ensaios com volume de 10 mL do
meio e 1 mL de cepas puras da microalga, isolada do meio solido em placa
de Petry. A mistura feita, o cultivo foi monitorado acompanhando a densidade
celular a cada dois dias, avaliando-se por contagem do nimero de colbnias
presentes por mL de meio. A consecucgao deste processo foi realizada com
auxilio de pipetas de um mL para a coleta das amostras, uma camara de
Neubauer e um microscépio 6ptico modelo Olympus. Os cultivos passaram
de 10 mL para 50, 100, 300, 1000 e 5000 mL. Uma aeracdao foi introduzida a
partir de 300 mL, de maneira constante. O cultivo foi acondicionado sobre
bancada de cimento pintada de branco e sob luz branca, utilizando-se
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lampada fluorescente sem fotoperiodo. A temperatura e salinidade foram
mantidas a 18° C e 35%o, respectivamente

A colheita da microalga foi feita por filtragem com papel-filtro
micropore e uma bomba a vacuo. Em seguida, procedeu-se a secagem em
estufa a 60°C durante 48 horas para a obtencdo da matéria seca. Com uma
balanca analitica, obteve-se o0 peso da matéria seca de Spirulina. A
determinacao do teor de proteina foi feita utilizando a metodologia de Biuret
(1978). A comparacao dos resultados foi feita por andlise de variancia a 95%
de confianca e uma comparacao de valores médios. Os dados foram objeto
de transformag&o em logaritmo neperiano, com a finalidade de estabilizar a
variancia.

Resultados e Discussao

Apoés o periodo de cultivo estipulado, a avaliacdo do cultivo feito
pela analise das curvas de crescimento nos trés meios encontra-se na
figura 1.
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Figura 1 : Curva de crescimento da  Spirulina platensis nos trés meios
FONTE : PESQUISA DIRETA.

Nesta figura, observou-se um crescimento exponencial das
microalgas nos dez primeiros dias de cultivo. Do décimo ao vigésimo dia,
constatou-se uma reducéo do crescimento. O meio M1 ou tratamento 1(TI)
apresentou uma fase estavel, seguida de decréscimo, enquanto os meios
MIl ou tratamento II(TIl) e MIIl ou tratamento IlI(TIll) apresentaram um
maximo de crescimento até o0 quadragésimo e quinquagésimo dia,
respectivamente. A densidade celular atingiu valor maximo de 40 x 10*
colénias de cel/ml nos dois meios | e Il e 20 x 10* col6nia de cel/ml no meio
[ll. Estes aumentos em células vivas foram observados até o final da
primeira semana. No oitavo dia, iniciou-se a reducdo de crescimento da
cultura traduzido por uma reducéo das densidades celulares em todos os

Anais do | Seminario Internacional de Ciéncia, Téogia e Ambiente,
28 a 30 de abril de 2009. UNIOESTE, Cascavel —rZareBrasil.



meios. Estes dois episodios caracterizam a fase ativa da célula de microalga
e 0 inicio do esgotamento dos nutrientes que necessitam de uma reposicao.
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Figura 2 : Ajuste de curva de crescimento da Spirulina platensis durante o

periodo
FONTE: PESQUISA DIRETA

A figura 2 apresenta os coeficientes de determinacao e o reajuste das
curvas de crescimento nos trés meios. Determinaram-se nos meios Ml, Mll e
MIIl os coeficientes 0,89; 0,82 e 0,93, respectivamente.Os coeficientes
proximos de 1 indicam que o sucesso do cultivo decorre do meio de cultura
utilizado, ndo descartando a nocao de que parte deste sucesso € decorrente
de outros fatores ndo avaliados.

As analises destes coeficientes pelas regressdes determinaram 0s
valores de coeficiente de determinacdo R? do ajuste de curva .Os resultados
obtidos foram R:% = 0,89, R,’= 0,82, e Rs’= 0,93, indicando que a funcao
polinomial de segundo grau explica o desenvolvimento nos trés meios. De
acordo com estes valores, o fendmeno de crescimento de Spirulina platensis
é explicado em 89 % pelo efeito do meio 1, 82% pelo efeito do meio 2 e 93%
pelo efeito do meio 3. Valores diferentes de 100 indicam que, além do meio
de cultura testado, outros parametros ndo avaliados, como a intensidade de
luz, a temperatura, o estado fisiologico das células, que devem ter
contribuidos para o crescimento da microalga, no entanto, com efeitos
minimos. Estes valores de coeficiente de determinacdo foram maiores do
que o0s encontrados por Sebastien e Granja (2005) em cultivo de
Scenedesmus.

A comparacao dos coeficientes indicou por ordem decrescente que 0
meio Il seguido do meio | e meio Il apresentaram o0s melhores
desempenhos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sebastien e Klein (2006),
em cultivo de Dunaliella salina, Tetraselmis Chuii e Isochrysis galbana em
meio Erd Schreiber.
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Figura 3 : Producéo liquida de S pirulina platensis durante o cultivo
FONTE: PESQUISA DIRETA.
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Figura 4 :Producéo de biomassa secade S pirulina platensis durante o cultivo
FONTE: PESQUISA DIRETA

A determinacdo da biomassa e da densidade da cultura ao longo da
pesquisa apresentou os resultados nas figuras 3 e 4, que mostram uma
irregularidade na producao de biomassa. Os maiores valores foram obtidos
nos dez primeiros dias, caracterizando a fase de crescimento e células
jovens identificada na figura |. Entre o vigésimo e trigésimo dia, a producao
caracterizou-se por uma constancia. Esta fase é a de estabilizacdo,
caracterizando uma reducgéo dos nutrientes nos meios de cultivos. De forma
geral, a producéo apresentou uma reducédo. Esta diminuicdo decorre de um
esgotamento do meio de cultura em nutrientes. De acordo com Richmond et
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al. (2007) a irregularidade na producdo depende a intensidade de lux, a
temperatura e das substancias inibidoras.

A biomassa média obtida nos trés tratamentos foi de 6,3 g de matéria
seca com 3 litros de cultivo, sendo uma produtividade de 2,1 g/L de matéria
seca no tratamento I, 1,89 de matéria seca no tratamento Il com
produtividade de 0,75 g/L e 8,2g no tratamento Ill, sendo 2,08g/L de
produtividade. Resultados semelhantes foram alcancados por Zarrouk
(1966) com a mesma espécie. Richmond et al. (2007) alcancaram uma
produtividade de 0,12 a 0,85 g/L com a espécie Nannochloropsis. Duarte
Filho et al. (2007), em experimento realizado em quatro meios, obtiveram
concentracdo de biomassa inferior, sendo 0,74; 0,70; 0,97 e 0,80 g/L. Em
estudo realizado com as espécies Dunaliella salina e Isochrysis galbana,
Sebastien (1999) obteve uma producédo de 1,98g/L e 2,01g/L de matéria
seca respectivamente. De acordo com Zittelli et al. (2007) sob iluminacéo
natural a produtividade maxima alcancada € de 0,38 g/L no outono enquanto
no inverno em casa vegetal a produtividade alcanga 0,25 g/L.

A curva de calibracéo feita com farinha de soja a 95% de proteina
apresentou o resultado na figura 6 com avaliacdo do crescimento da cultura
por absorbancia foi feita no espectrofotometro modelo Spectrovision nos
comprimentos de onda de 670 nm. Determinou-se o coeficiente de
determinacdo nos trés meios e a producdo de matéria seca por filtragem
seguida de secagem em estufa a 60°C e pesagem em balanca analitica.

Como resultado os coeficientes de determinagéo foram Ri?= 0,89,
R,%= 0,82, e Rs?= 0,93. A estimacéo da quantidade de proteina produzida por
tratamento considerando que a Spirulina produz 62,8% de proteina de
matéria seca (Chrystopher, 1981) produziu 3,95g no tratamento I, 1,13g no
tratamento Il e 5,14g no tratamento Ill. A traves da curva de absorbancia e
da curva de calibracdo, a producdo de proteina foi estimada a 5,52 g/L
(Figura 5).

0,25
—e— Soja
—a— Spirulina R? = 0,9985
0,2 Linear (Spirulina)
.E Linear (Soja)
E
‘5 0,15
(%]
o
S,
5’) 0,1
®)
o
0,05 +
O T T T T T T T T T
0 1,84 3,68 552 7,36 9,2 11,04 12,88 14,72 16,56
concentracéo de proteina em g/L

Figura 5: Determinacéo de teor de proteinade  Spirulina platensis
FONTE PESQUISA DIRETA
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Um estudo de comparacdo da producdo de matéria seca a 95% de
confianca, das variancias das curvas de crescimento e de biomassa Umida
nos trés meios revela que houve diferenca estatistica entre os trés meios T1,
T2 e T3 . Em relagdo a analise estatistica este estudo revelou diferenca
estatistica entre os meios 1 e meio 2; entre o meio 2 e 3; no entanto nao
houve diferenca estatistica entre 1 e 3

As analises de variancia realizadas entre as curvas de crescimento e
a producdo de biomassa Umida nos trés meios mostraram a existéncia de
uma diferenca estatistica entre M1 e M3; M2 e M3 ; M1 e M2. A classificacédo
em termo de desenvolvimento apresentou por ordem decrescente a seguinte
classificacdo M1<M2<M3. Em relacdo a comparagcdo entre as biomassas
secas as analises apresentaram diferenca entre M1 e M2 , M2 e M3 e
nenhuma entre M1 e M3.

Conclusodes

Tomando-se por base estes resultados, conclui-se a possibilidade de
producdo de Spirulina platensis em laboratorio, sob condigdes controladas e
podendo servir como fonte alternativa de alimento pelo teor de proteina,
tendo um crescimento rapido utilizando os meios 1 ou 2.
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