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RESUWUMO

Foram realizadas sessenta culturas de Spirylina maxima em
meios de crescimento altérnativos constituidos de cinza de carvio
vegetal e de palha de arroz. |

| iEm todos os experimentos, houve crescimento de Spirulina. O
melhor réndimento de biomassa foi obtido em meio semi-natural a ba-
ce de cinza de carvido vegetal, que alcancou 108,94 no sistema des-—
continuo em relacd3o ao meio controle. A produtividade conseguida
foi 0,30 mg/l/h. Foi determinada a composi¢d3o quimica dos meios
propostos.

0 melhor meio de cultura alternativo conseguido foi o meio se—
mi-natural, constituido & base de cinza de carvdo vegetal e nitrato

de potassio.

Palavras-chave: Spirulina maxima; Biomassa de Spirulina maxima;
' \
Meio alternativo para Spirulina; Cinza vegetal como
substrato para cultura de Spirulina; Cultura de

‘Spirulina.



ABSTRACT

Sixty cultures of Spirulina maxima in alternative growth media

constituted by vegetable coal ash and fice straw was realized.

In all of the experiments was growth of Spirulina. The best
vield of biomass was obtained in natural medium with vegetable coal
réathing 108,94 in intermittent system in relation to control
medium. The productivity obtained was 0,30 mg)l/h. The chemical

composition of proposed media was determined.

The best growth alternative medium obtained was the natural

medium constituted by vegetéble coal ash with potassium nitrate.

Key-words: Spirulina maxima; Biomass of Spirulina maxima;

Alternative medium of Spirulina; Vegetable ash with

substratum of medium Spirulina; Culture of Spirulina.
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4. INTRODUGCXO

0 grénde aumento populacional e o clima tem sido apontados co-
mo .as principais causas da escassez de a1imentos no mundo. A ex-
pectativa & de que a taxa de crescimento da populagido mundial do-
bre nos préoximos 35 anos, com o agravamento na oferta de alimentos
. {

(3).

Nos paises em desenvoivimento cuja populacgd representa 70% da
populacido mundial, o valor caldrico da dieta de suas populagies &
muitq baixo e ha falta de alimentos. O déficit de éalorias e a de-
fici@ncia de proteinas na alimentac3o, também esta ocorrendo em al-
'.guns paises desenvolvidos. Por’eéte motivo, o estudo e o desenvol-
vimento de novas fontes produtoras de proteinas comestiveis de bai-

xo custo, estdo sendo consideradas um assunto prioritario por mui-

tos paises (3).



Nas pesquisas alimenticias ocupa lugar de destaque a descober-
ta de novas fontes protéicas, que sejam utilizadveis pelos tecidos
para o seu crescimento e atividades vitais, isto é, proteinas que

contenham aminoacidos essenciais (38).

As principais fontes de proteinés utilizaveis na alimentagio
humana tém sido de origem vegetal e animal, sendo em ambos os casos
escassas, seja pelas quantidadés que possuem de protejnas, seja pdr
seu elevado pre¢o sobretudo as de origem animal, que justamente sao

as que possuem 0 mais alto valor biolégico (38).

A humanidade éomeca a olhar com mais interesse o mundo dos mi-
crorganismos, qué devidamente selecionados por sua facil multipli-
cac3o e cultivo, pela elevada proporgd3o de substé@ncias protéicas
assimilaveis e de baixo-custo; podera vir a ser uma fonte alterna-
tiva de alimentos. |

<25Vérios microrganismoé ja est3o sendo usados como fontes pro-

téicas, sendo os mais importantes, as bactérias do género Bacillus

J—

e Pseudomonas, leveduras como a Saccharomyces, Cindida e as mi-

‘croalgas do gé&nero Chlorella, Scenedesmus e Spirulina.l Alguns des—

tes ja est3o sendo produzidos em escala industrial para fins ali-

menticios, tanto animal como humano (12, 37, 38).

/ﬁ\NAs hicroalgas de um modo geral, constituem um sistema extrema-
ménte eficiente na produ¢3n fotossintética de proteinas, e por este:
motivo, tem sido realizadas pesquisas microbioldgicas nos ultimos
vinte anos em diversos paises sbbre a cultura em larga escala, como

meio de se obter proteina para fins alimenticios (295).
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Os microrganismos fotossintetizantes foram inicialmente deno-
minados de microalgas, sendo muito utilizados pelos astecas na for-
ma de caldo, que era adicionado em todas as suas pfeparacaes Aali—
mentares. As microalgas foram utilizadas pelos astecas como alimen-
to até a chegada dos conquistadores espanhdis, que restringiram seu
uso como forma de ddminar os natiQos. Os astecas davam o nome de
"Tecuitlatl" a esse vigorosa alimento vefde, e o misturavam com o

milho do mesmo modo que os africanos.

A Spirulina platensis era a microalga mais utilizada pelos na-

tivos do lago "Chad" na Africa, e a Spirulina maximgjno ﬁéxico. Es-
tas primitivas algas unicelulares s3o conhecidas como as plantas
mais antigas do mundo, com uma histédéria que chega a ter tr8s mi-
lhdes de anos.

Encontram-se t3o bem adaptadas em agua alcalina que tém perma-
necido, praticamente sem mudanéas evolutivas desde muito antes do
aparecimento dos insetos, peixes ou mamiferos sobre a superficie da

terra, como atestam os fdsseis encontrados no Transvaal (28, &68).

Algumas espécies de microrganismos s3o consideradas como uma
das maiores fontes de alimentos, ou pelo menos, como um complemento
nutricional para os animais e os homens. A esses microrganismos se
da o nome de "Single—éellvprotein" (SCP), que compreende diferentes
especies de bactérias, fungos filamentosos, leveduras e micrdalgas.

Os trabalhos sobre o valor nutfitivo das microalgas, relatam
que esses micrbrganismos possueh alto teor em proteinas, lipidios,
carboidratos e aminodcidos essenciais. S3o considerados também como

3

excelente {onte de vitaminas lipossoluveis, pigmentos, sais’ mine-



rais, aminas, Acidos graxos insaturados e produtos farmacolédgicos

(12, 25, 28, 36, 37, 38).

(gpLDPEZ (36), recsalta o valor de microrganismos, tais como,

Chlorella, Scenedesmus ou Spirulina, que podem competir com o valor

nutritivo do ovo, do leite e da carne de vaca, sendo que a
Spirulina é a microalga mais indicada na alimenta¢do humana, pelo

Y

seu altb teor proféico e por possuir uma parede celular com teor
baixo em celuiose e por ser mais sensivel aos fermentos digestivos.

éyEstudos nutricionais feitos pelo Instituto Francés do Petréleo
f(IFP), mastraram que a Spirulina é uma rica fonte de proteinas que
contém todos os aminoacidos essenciais em proporc6es comparaveis a
outfas proteinas convencionais como carne, ovo, soja e leite, aten—
dendo ainda as exigéncias da FAD com excegdo da metionina que apa-

rece com baixo.teor (12, 36, 37).

A biomassa de microalgas possui o conteudo protéico com uma
composicso balanceada de aminoacidos, porém com uma certa caréncia
de aminodcidos sulfurados. Esté deficiéncia pode ser sanada, atra-
vés do desenvolvimento de espécies proqutoras de taxas adequadas de
aminodcidos sulfurados (cisteina-e metionina), por mutacdo com o©O
auxilio da engenharia genetica (29). |

Testes realizados com ratos e frangos mostraram que a Spiruli-
na tem um valor nutritivo elevado e uma boa digestibilidade (23}).

Recentemente, o0 uso de alimentos de fontes fotossintéetica tem
despertado em élguns paises, grande ihteres;é na sua produgao com

fins comerciais. Virios estudos est3o sendo conduzidos com microal-

gas e bactérias vermelhas, como um exemplo tipico de possiveis fon-
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tes de alimento (3, 23, 3b6).

As microalgas atuam também como agentes depuradores de aguas
residuais urbanos e industriais.

Q§>No caso de é@yas industriais as microalgas atuam como descon-
taminantes e desintoxicantes, ao removerem os ions tdxicos poluido-
res de aguas potéveis de corregos e rios.

<§>Por outro lado, as aguas de esgotos sanitarios seriam depura-
das pela agdo de microrganismos, que decompfem a matéria argdnica
ao atuarem na troca fotossintética de gas, DJ seja, aproveltamento
de COp num sistema fechado, ao mesmo tempo que liberam oxigénio fo-
tpssintético. D; principais nutrientes nesses efluentes sdo o fos-

foro e o nitrogénio, que s3o0 capazes de causar problemas de polui-

¢do0 nos lagos e rios (36, 37).

Os processos convencionais de tratamento s3o relativamente
eficazes, porém de custo elevado na remoc3o de contaminantes. Nor-
malmente s3o removidos por esses meétodos somente de 20 a 40% dessas
substdncias.

0 ‘emprego de Spirulina é considerado um dos possiveis métodos
que podem ser usados com maior eficdcia, na remogdo em-grande quan-—

tidade desses residuos (36, 37).

Kosaric et al. (35) empregaram este método com excelentes re-
sultados na despoluigldo dos efluentes e na obtengdo da biomassa,
com boas caracteristicas nutricionais compativeis ao consumo animal

ou humano.



'S 0 presente trabalho foi motivado pelo fato de que no Brasil os
paises do terceiro mundo a produc3o de proteinas a partir de mi-—
crorganismos fotossintetizantes, é ainda considerada de alto custo
se produzida pelos processos convencionais de cultura com meios

sintéticos.

A cinza de carvdo vegetal constitui uma excelente foﬁte de
substﬁnciasrmineréis. indispensaveis ao cultivo de Spirulina (Tabe-
la 12) (5).

* 0 alto teor em minerais, o pH tamponado, a facilidade de ob-
tgncSo e seu baixo custo, d3o & cinza vegetal uma grande vantagem

sobre os demais residuos na produ¢cdo de biomassa (5).

Esse trabalho pretende contribuir no desenvolvimento de novos
meios de cultura, visando produzir proteinas de alto valor nutriti-
vo com baixo custo e também, colaborar para o aproveitamento de re-—

siduns domésticos e industriais.



2. REVISAOD BIBLIOGRAFICA

(%& A Spirulina maxima € dma microalga verde—azulada (Cyanophyta),

pertencente a familia das Oscillatoriaceae. Apresenta-se com estru-—

tura multicelular, tem bom crescimento em Aguas alcalinas de pouca

—

profundidade com salinidade elevada, e s3o encontradas em paises

e — —_—

. - s . ’ . . . y . &
situados na Africa, aAsia, América do Norte e do Sul .’ Essas regiodes

e

-en;ontram—se em latitudes entre 359 S e 359 N, com incidéncia de
luz 'da ordem de 600 a 850»KJ/cme por ano e com uma insola¢do total
de 3.000 a 4.000 h/ano (47, 58).

<§>A Spirulina pPossui uma veloéidade de crescimento especifico
elevado, se comparada com outros microrganismos e plantas superio—
res.. Ela pode ser cultivada em sistema continua e semi-continuo e

produzida durante o ano todo (38).

Segundo SANTILLAN (58), a Spirulina como outras cianobactérias
possue as sequintes propriedades:

a - Ciclo de vida curto, sendo de um dia em condigtoes de labo-

ratério e de 3 a S dias em condi¢gfes naturais.



b - Velocidade de crescimento especifico elevado: 0,3 di  em
condigdes de laboratério; 0,2 d~1 em condi¢Bes naturais durante o

verd3o e 0,1 d- ! durante o inverno.

£ - Crescimento em meio aquatico, permitindo um cultive com
biomassa concentrada, conseqientemente uma boa eficiéncia na con-
versdo de enevrgia solar (3 a 4,5%).

d - Alta producg3o de alimento protéico (28 ton/haZano).

e - Tendéncia & flutuacdo e agrega¢do de massas, facilitando a
coleta.
f - Alto teor protéico, vitaminico, de sais minerais, de caro-

tenos e quantidades moderadas de lipidios e carboidratos.

‘A classificac3o das Spirulinas dentro da familia das Oscilla-

toriaceae, se deve ao fato de que varias células resultantes da di-

visdo entre elas, ficam unidas formando um filamento espiralado

N

(trichama). A reproduc3o celular se faz por divisdo das células
- =N e )

—— ——— .

denfro do trichoma (19).

As ficocianinas, as ficoeritrinas e uma parte importante dos
diversos complexos clorofilados nas microalgas, desempenham um pa-

pel importante no processo de oxido-reducdo fotossintético.

Os carotendides, s30 pigmentos abundantes nas membranas das
< — e ——
microalgas. Além destes pigmentos, existem outros que atuam também
T —

nas reacdes fotoquimicas (19).

<§§ As Espirulinas s3o algas microscopicas de forma helicoidal. O

comprimento médio & de 2501 , quando a microalga possui 7 espirais

e o didmetro & da ordem de 10U.
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Aparentemente, as microalgas, sdo pertencentes ao grupo de
bactérias por possuirem certas caracteristicas das mesmas e por ou-

tro lado, com . algas por terem um sistema clorofilico (15) .

V?Atualmente as Espirulinas mais cultivadas, pertencem a duas

especies distintas: Spirulina platensis e Spirulina maxima. A pri-
meiré_é origindria do Chad (Africa) e a segunda provém do México.
“’Essas duas espécies vivem em habitat natural no meio de Aagua
rica em sais alcalinos, notadamente em bicarbonato e carbonato,
formando uma pelicula verde na superficie da agua.
As Espirulinas podem ser obtidas em meio natural, semi-natural

ou em cultura sintetica (13, 19).

d A Spirulina platensis existe naturalmente no lago Chad (&fri-—-
ca). A superficie dessas aguas, varia de alguns hectares a centenas
de hectares e a profundidade ndo ultrapassa a 1,50 m. A temperatura

mé&dia anual da 4gua é de 25°C e o pH varia de 9,5 a 14,0 (15, 17).

o .
\) No méxico, a Spirulina maxima é produzida pelo processo semi-

natural usando-se a agua do lago Texcoco, situado a uns 30 km ao
norte da cidade do México. A Agua para cultivo da Spirulina & bom-
beada do lago para tanques e submetida a uma concentragdo por meio

de evaporadores solares (15).

SANTILLAN (5B), sugere o seguinte esquema no processamento in-

dustrial de biomassa de Spirulina:
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0 meio sintetico da Spirulina, requer os seguintes nutrien-

tes:
a - Bas carbénico
b - Nitrogénio ‘
c - Enxofre

d — Potassio

e - Fosforo

f - Maaniésio

g - Calcio

h — Micronutrientes

’

0 pH deve ser na fajxa de 9 a 14, a salinidade com 3 & 8%, a
N SR
temperatura com 30 4 329%C e com alta iluminag3o (58).

A Spirulina & considerada uma promissora fonte de alimentos de
alto wvalor nutritivo, e pode ser facilmente cultivada 4 luz do dia

(10, &7).

Nas proximas décadas, prevé—se que a producdo e o uso de bio-
massa de microalgas, serd praticado por muitos paises.

As microalgas Spirulina maxima e Spirulina platensis tém sido
propostaé como fonte de alimentos para é dieta do homem e dos se-

guintes animais: moluscos, peixes, aves e mamiferos ‘(4, 32).

A produgd3o de biomassa de microalgas, podera ser de grande im-
porti3ncia em regiﬁés Aridas e sémi—éridas, onde a agricultura tra-
dicional nd3o encontra condigfes para se desenvolver.

As regides mais favordveis para a producdo de Spirulina ao ar

livre, encontram—se situadas aproximadamente a 359 de latitude nor-



ie

te e sul do equador. Essas regites s3ao muito ensolaradas, n3p pos-—
suem variag¢ao acentuada.de temperatura e sdo pouco chuvosas.

Nestas condigoes favoraveis, a producdo meédia anual de uma
cultura em meio sintético é em torno de 12 g/mf/dia de microalgas
secas, ou aproximadamente 40 ton/ha/ano de biomassa seca, o éue re-

presenta, 28 ton/ha/ano de proteinas (4, 15).

A velocidade de crescimento das Espirulinas, nas condigdes
ideais de cultura em laboratdorio e com um fotoperiodo de 12 horas;
permite estipular uma producdo tedrica de 42 g/mE/dia de biomassa

seca. '

Nas condicdes externas (tanques de cultivo ao ar livre), o

rendimento médio anual ¢ de 12 o9/mB/dia de matéria seca (19).

Segundo LOPEZ (37), a produ¢ido da microalga "Chlorella® reali-
zada em condigoes normais de cultivo, poderda alcangar de 1S a 25

g/mE/dia de biomassa seca, chegando a 60T/ha/ano.

A Spirulina se constitui numa rica fonte de proteinas de dtima

qualidade, contendo os principais aminoacidos essenciais, sais mi-

nerais e vitaminas (i2, 28, 356).

Segundo YOSHIDA & HOSH{I (76) a Spirulina contém as seguintes

substdncias:



i3

SUBSTANCIAS ’ (9/100g de biomassa seca)

Proteinas . ... ... .. 60 - 70
Carboidratos .. ........ooiiiiiai 10 - 20
Lipidios .................. e 5
CinzZas . . . . . . e e 7
Fibras . ... . . . e a2
Umidade .. ... . . . . . e [}

HANSSEN (2B), faz a seguinte comparacao do valor protéico da

Spirulina com as principais fontes proteicas convencianais:

AMINDACIDOS ESSENCIAIS SPIRULINA Prot. FAO ovo S0JA
g % prdteinas

Fenilalanina ' 4,40 2,80 6,00 4,95
l1soleucina : ' 6,02 , 4,20 6,80 5,30
Leucina 8,565 4,80 2,90 7;70
Lisina 4,53 4,20 - 6,30 6,30
Metionina 2,45 2,20 3,10 1,37
Treonina ’ 5,14 2,80 5,00 3,95
Triptofano 1,61 1,40 1,70 1,49

Valina 5,56 4,20 7,40 3,95



™

Em 1980, RICHMOND (355)

relata que a Spirulina também é

14

boa

fonte em vitaminas e sais minerais, contendo os seguintes valores:

VITAMINAS
Beta caroteno
Cianocobalamina (Byp)
Pantotenato de calcio
dcjdo falico
Inositol
Niacina (B3)
‘Piridoxina (éb)
Tiamina (By)

Tocoferol (E)

SAIS MINERAIS
Calcio
Fasforo
Ferro
Sédio
Cloro
Magnésio
"linco

Potassio

SANTILLAN} (38), em 1982 encontrou na Spirulina os

componentes: 70% de proteina bruta,

grupo B, E e H (Biotina),

(mg/kg)

1.

1

11

0.

350

118

55

190

700

.6

{mg/kqg)

1

8.

14.

acidos nucléicos na proporgao de 4,2

. 180

280

S528

344

.200

. 663

33

333

vitaminas,

principalmente

seguintes

do

[y

a



4,4%, assim como, de 6,2 a 7,0% de Acidos graxos insaturados. Os
principais pigmentos encontrados foram: B - caroteno com 0,23%,

xantofilas na proporgdo de 0,12 a 0,15% e ficobilinas na quantidade

de 12 a 15%.

MATERASSI et al. (42), estudaram diversas especies de microal-
gas do género Spirulina para obten¢do de vitamina Byp e observaram
que estes microrganismos possuea alta capacidade de sintetizar este
tipo de vitamina.

0 Instituto Francés de Petféleo (IFP), também considera a Spi-

rulina maxima como sendo uma fonte rica em proteinas, contendo ami-—

nodcidos essenciais na propor¢do compardavel a outras fontes conven-
cionais de proteinas, recomendados pela FAD.
Em 1974 NBUYEN et al. (48), relatam testes em ratos e frangos

demonstrando que a Spirulina maxima possui um bom valor nutritivo e

boa digestibilidade.

Considerando o valor nutritivo da Spirulina maxima e a relati-

va simplicidade no seu cultivo e coleta, devido ao seu tamanho com-
parado com outras microalgas, varias plantas pilotos estido sendo

desenvdlvidaé e testadas na Franga, Argélia e Méexico (25).

”Em 1975 FLORENZANDO (25), verificou gque a biomassa de microal-
gas comparada com outras fontes protéicas contém um baixo teor em
acidos nucléicos e alto teor em vitaminas e carotendides.

Segundo - FLORENZANO (25), a utilizagdo de biomassa de microal-
gas pelo homem como alimento, apresenta certa dificuldade em seﬁ
aproveitamento por causa da parede celulosica das células de Spiru-

lina, as quais n3o s3o digeridas pelo homem.



Contudo para FLORENZAND (25), esse probléma podera ser resol-
vido, fazendo-se a lise énzimética da parede celular, que ira
transformar a biomaésa num produto alimenticio de boa digestibili-
dade, podendo'servintfoduzida na dieta humana.

MATERASSI et al. (42), ao contrario do que afirma FLORENZANO

(25), relatam que a biomassa de Spirulina apresenté uma boa quali-

dade nutricional e tem sido recomendada para a dieta animal e huma-

na.

¢ A Spirulina tem sido muito estudada como sendo uma futura fon-
, ’ P C

te de alimentos. Possui alto teor em proteinas (60 a 70%) em matée-

ria seca, contém todos os aminoacidos essenciais, apresenta alto

teor em pigmentos especialmente carotendides, boa digestibhilidade e

ausBncia de compostos téxicos (4, 12, 46).

,

A riqueza de proteinas (65 & 70%) da matéria seca de Spirulina

explica o seu interesse como futura fonte alimenticia (8, 2, 59).

SAUTIER et al. (57), tesﬁaram diversas amostras de Qeirulina
maxima, na preparagao de alguns pratos da culinéria francesa.

A biomassa de SEiruliha preparada sob diversas formas (atomi-
zada, liofilizada, hidrolizada e descolorida com alcool), foi uti-

lizada em sopas, omeletes e sobremesas.

A regulamentacido para consumo de Spirulina estd sendo estudada
pelo México, Japdo, Canada, EUA, Franca, Inglaterra, Alemanha, Nova

Zel3ndia, Australia, Coréia e outros paises, cujo consumo vem des-—



pertando cada vez mais interesse (38).

Normalmente as microalgas crescem suspensas na dgua alcalina
contida em tanques rasos e bem iluminados. Nestes tanques existem
meios de cultura formados por sais, carbonatos, nitratos e fosfatos

dissolvidos na agua (63).

Existem dois métodos, segundo SANTILLAN (58), para o cultivo

da Spirulina: a cultura artificial e a semi-natural.

0 primeiro método foi desenvolvido pelo Instituto Francés do
Petréleo (IFP), que se baseia ha agitac3o, homogeneizagdo e suple-
mentac3o com COp como fonte de carbono. Este método tem sido testa;
do em projetos piloto de pequeno porte, com uma Area aproximadamen-

te de 1.000 m€ (58).

0 segundo.método conhecido por semi-natural, foi desenvolvido
pela Companhia Mexicana Sosa Texcoco S/A, obéual consiste no uso de
aguas alcalinas do lago Texcoco com pH 11,0, suplementada com ‘nu—
trientes para aumentar a producdo de biomassa. € um metodo que tem
.sidbn usado com sucesso, resultando disso uma producdo de aproxima-
damente 3.000 toneladas de biomassa de Spirulina durante 9 anos
(58) .

0 tanque de crescimento para Spirulina tem em torno de 0,5 m
de profundidade, com sistema de chicana e recirculagdo do.heio de

cultura com auxilio de um aparelho misturador (S8).
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CLEMENT (15), recomenda que os tanques de grande superficie
devem ser construidos de maneira econdmica e, munidos de agitac3o
suficiente para que a utilizac3o da luz e dos sais sejam aprovei ta-

dos da melhor maneira possivel na cultura de Spirulina.

0 tanque de cultura do Instituto Fraﬁcés do Petrdleo (IFP),
consiste dé uma plataforma hsrizontal contendo uma divisoria no
centro, e com uma lamina de meio de cultura de 10 & 20 cm de altu-
ra. Nas extremidades do tanque, existe um compartimento de distri-
buig3do do gas (COp) & cultura,Apara manutencdo do pH e serve também
como propulsor da circulagao do meio de cultura no tanque.

Tanques deste tipo, medem 5 mE de superficie, sendo que a co-
lefa da biomassa é feita regularmente e o meio de cultura, é cons-—

tantemente corrigido para repor os sais minerais utilizados pela

Spirulina (15).

A coleta industrial da Spirulina é feita através de filtracdo
POr gravidade com auxilio de uma tela com malhas reduzidas ou com
um filtro convencional. Usa-se também, filtro horizontal com embref
go de vacuo parcial. A biomassa € lavada sobre o filtro para que se
remova os residuos de sais minerais do meio de cultura.

A secagem da Spirulina é efetuada de maneira classica, usando-—
sé aquecedores cilindricos ou por atomizac3o0. Apds a secagem a Spi-—

rulina pode ser estocada sem alteracles na sua biomassa (15).

Segundo IEHANA (30), a biomassa de Sgiruliné pode ser separada
do meio de crescimento por filtra¢3do, coagulag¢lo, sedimentac3o ou

centrifugacdo.
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0 meio de cultura para Spirulina, requer todos os elementos
necessarios para o desenvolvimento de organismos autotréficos, tais
como: N, P, Mg, S, Fe, K e Na. Os microelementos indispensiveis s3o

Ca, C1, B, Mn, Mo, Co, Zn e Cu (19).

MAcCCARTHY et al. (39), constataram em pesquisas, a influéncia
do Mgt2, Nat e K*, na velocidade de crescimento de microalgas. A
participac3o destes metais no meio de cultura, influi muito sobre o

processo bioquimico da microaloa.

LOPEZ et al. (38), utilizaram o nitrogénio nitrico (NOg-N) e o
sulfato de amdnio ((NHgz)p S04), como fontes de nitrogénio em meios
sintéticos para a producdo de microalgas.

0 nitfogénio liéuido, & a fonte mais adeéuada de nitrogénio

para a sintese de aminoacidos e de proteinas totais.

—> LOPEZ  (37), em 1981 constatou que a melhor assimilacSo do ni-
trogénio pela microalga, prdvédee fonte que contém em seu meio o
nitrato. As respostas das células a este nutriente s30 de origem
fisioiégiéa, facilitando o crescimento, dando tamanho e aspecto ce-
lular mais proprio de microalagas.

) Em 1985, BOLD & WYNNE (10), tambem veri?icaram ﬁue a fixacgao
do nitrogénio do meio & muito comum entre as microalgas. O nitrogé-—

nio pode ser suplementado pelo NO3, NOp,. ou NH,4 .

Segundo LOPEZ (37), quando no meio de cultura existe o nitro-

génio amonico na forma de (NHy)pS04, a quantidade de nitrogénio



consumida @ bem menor e a cultura descora ficando amarelo esverdea-—
do, causando uma parada do crescimento, com um aumento anormal das

células.

0 consumo de nitrogénio usando-se nitrato no cultivo de
Chlorella, & de 373 mg por g de peso seco da microalga contra, 277

mg com a ufilizacﬁo de nitrogénio aménico (NHg)pS04 (38).

‘j;> Em 1980 EYKELENBURG (20), constatou que a temperatura, a in-
tensidade de luz e a concentraglo de nitrato exercem um efeito mui-

.to grande na velocidade de crescimento da Spirulina.

,//ﬁ Segundo EYKELENBURG (20), a alta concentra¢d3o de nitrato, au-
menta a produ¢do e a velocidade de crescimento da Spirulina a tem-
peratura de 350C.

A utilizac3o do nitrato, baseia-se na sua reduc3o & nitrito,

hidroxilamina e a ions ambnia. A ativa¢do deste mecanismo, se da

pela luz incidente sobre as cianobactérias no meio de cultura.

WU & POND (72), em 1981, empregaram como fonte sintética de

crescimento para a Spirulina maxima, o seguinte meio:

éUBSf&NCIAS (g/1)
NaNOg 2.50
NaHCO3 \ 12.00
MgS0,4 - 0.09
HEHP04 0.10
NaCl 1.00

EDTA | 0.001



Sol. de Microelementos _1.00

fAgua destilada q9.5.p. 1.000

Composigao da solucgo de microelementos, segundo WU & PDND

(72):

SUBSTENCIAS» (g/1)
HgPOg . 2.50
‘FeClg &Hp0 0.80
MnSO4 HpD 0.20
NaSelg 0.20

. CoClp &HEpO 0.15
MoOg 0.02
CaClp 2.50
ZnS04 2Hp0 0.10
Agua destiladé q9.5.p. 1.000

IEHANA (30) em 1987 usou no cultivo de Spirulina, as seguintes
substSncias como meio sintetico: 10g de NaHCO3; 0.25g de KEHPD4{
2.959 de NaNO3z; 1.0g de KpSO4: 1.0g9 de NaCl; 0.2g9 de MgS04 7HpO;
0.04g de CaClp 2HpO; 0.019 de FeSO4 7Hp0 e 0.09g de EDTA. Também

foi usado 1 ml de solugio de microelementos.

PAOLETTI et al. (49) utilizavram como meio‘sintético para a

Spirulina, a seguinte composiGgao:



o

SUBSTANCIAS (g/1)

NaCl 0.%92 .
NapS04 ‘ 1 .88
NapHPO4 0.50
NapCO3 8.8%9
NaHCO13 15.15
CaClp 2Hg0 0.05
RNDQ e.57
MgS04 7HpRO0 0.25
Fe - EDTA ° 1.00 ml
Solugio de Microelementos 1.00 ml

_Agua destilada q9.5.P. 1.000 ml

Preparo das solugdes, segundo PAOLETTI et al. (49):

i1 - Fe-EDTA: EDTA-Nap o 29.8g
FeS0g 7Hz0 24 .9g
Agua destilada é.s.p. 1.000 ml
2 - Solu¢3o de Microelementos:
éUBSTﬁNCIAS (mg/1)
SnClp EHeD ' 304
MnClp 4HZ0 | 173
Cocia SHeo 194
SeClp 6Ha0 146
BaClp 2Hp0 2.846

LiCl 293



CuS04 SHa0 | 186 \
NiSO4 &HEO - 717

NapMoOg £Hgz0 - 121

Agua destilada q9.s.p. 1.000 ml

"o pH do méio devera ser de 9.4 + 0.2

0 cultivo de Spirulina requer um meio alcalino com muitos sais
minerais, predominando carbonato e bicarbonato de sddio-
<_ Para Qm crescimento o0timo CLEMENT (45), recomenda que o pH do
meio de cultura esteja entre 8,5 a4 11,0, e a temperatura em torno
de 320C.

0 COp necessério para manter o pH durante a fotossintese pro-—
vem rdo proprio meio, que contém ions de carbonatos e bicarbonatos

(15) .

e .
/7 . .. ~
/ Segundo CLEMENT (15), o mecanismo de assimilagao do carbono,

]
|  se da da seguinte maneira:

2COgH™ : » COp + CO3™~ + Ha0

AN

Fotossintese
Durante o periodo de crescimento da Spirulina, a concentragdo
de ions carbonato aumenta. Para recompor a reserva devioﬁs bicarbo-
‘nato, injeta-se COp conforme a necessidade do meio.

\:Q A alcalihidade do meio de cultura da Spirulina é um fator mui-
to favoravel para se obter com facilidade, a nutrigdo carbonada de
uma cultura em gfande escala.

\\;) 0 meio alcalino fornece inicialmente, uma reserva razoavel de

ions bicarbonatos na cultura, estabelecendo um teor de COp de re-—
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serva para o pH se manter constante (13).

Segundo DUMARTRAIT et al. (19), a tolerdncia de salinidade pe-
la §piru1ina-é alta (7 4 Sb6g/1), o pH otimo é de B8 &4 11, com os li-
mites extremos de= 7,0 4 11,3, e a temperatura ideal é de 32 a
400C. A passagem de ar com COp, na cultura de micralga, melhoré o
crescimento.

KOSARIC et al..(Bb), recomendam como fonte de carbono o empre-—
go de 2% de Coe'no ar usado, o qual ira servir também para estabi-
lizar o pH na faixa de 8,5 a 10,0.

. A Spirulina maxima cresce e vive em condi¢des alcalinas, PO-—

dendo sofrer inibig3o no seu crescimento com pH inadequado.

Trabalhos experimentais realizados em 1974 por KOSARIC et al.

(36}, revelaram que o pPH ideal para a producdo de Spirulina maxima
em meio sintético, estd na faixa de 9,0 &4 10,0 e, o seu pH otimo é
ém tarno de 9,5.

KOSARIC et al. (36), verificaram também, que o crescimento foi
drasticamente reduzido a pH 11,0 e completamente inibido a pH 8,0
ou menos. O crescimento da.ggiggllgg em meio sintético, aumenta li-
nearmente apds o periodo de 14 dias, com uma concentragdo de mais
de ég/l de biomassa seca.‘A biomassa foi coletada por filtracao,
lavada com agua destilada, éara removér os sais presentes e, depois
de  limpa, foi secada a 1050C ateé peéo constante e estocada a 0°0C,

para conservacao e analise.

IEHANA (30) em 1987 cultivbu Spirulina em grande quantidade,

‘usando como preée-cultura, células incubadas em frascos de vidro,



contendo o volume de 200 ml de meio sintético esterilizado. As cul-
turas foram incubadas a 309C, com pH na faixa de 9,2 a 9,7 e ilumi-
nadas, dia e noite, com l3mpadas fluorescentes (Matsushita Electric

Co, 20W FL, 20, 858D), com irradiacSD de 1,70 cal/cmé/h. A concen—

traciao de células foi medida num intervalo de um a dois dias, com
auxilio de um spectrofotometro (Shimazu Seisakusho Co., Spec-
tro-20). A leitura das amostras foi feita a 560 nm e as celulas

apts serem separadas por filtragdo foram secas em estufa.

Ainda segundo IEHANA (30), a luz irradiada deve. conter grande
quantidade de luz azul, vermelha e Qerde, para promover a fotossin-
tese de microalgas e plantas. A concentracdo de células, dificil-
mente aumenta nos primeiros quatro dias. A fase exponencial, se—da

\

do sexto ao vigésimo dia em cultura de grande_quantidade.

KOSARIC et al. (34) em 1974, cultivaram microalgas em frasco
erlenmeyer de 250 ml, contendo 100 ml de meio. As culturas foram
iluminadas com 4.000 1lux, usando lampadas fluorescentes de 40
Watts. As experiéncias‘foram conduzidas em agitador, a temperatura

de 30°C * 0,5°C.

-TDRZILLD et al. (45) em 1984, determinaram o efeito da tensdo
de oxigénio sobre o crescimento e a produg3o de proteinas na bio-
massa de Spirulina maxima. A experiéncia foi realizada em fréscos
de vidro com capacidade de 500 ml, contendo 300 ml de meio de cul-
tura padr3o para Spirulina, sob agitacdo de 100 rpm e luz brénca

fluorescente com intensidade de 7.000 lux a 309c.



KOSARIC et al. (34) relatam em suas experiéncias realizadas em
1974 cobre o cultivo de Spirulina, que a alta intensidade de luz
melhora sensivelmente o crescimento pela ativacdo das células e do
processo de fotossintéSE. A média de 4.000 lux foi a melhor inten-
sidade de 1qz encontrada para o meio de crescimento utilizado. 0O
tempo de iluminag3o também afeta o crescimento, assim como, a pro-
dutividade. As culturas sob ilumiﬁacgo continua, resultam em maior
rendiménto do qué em periodos intermitentes de 12 horas, tanto no

meio sintético quanto no meio com residuos.

EYKELENBURG (20) em 1980, cultivou Spirulina platensis, usando

meio mineral em recipientes cilindricos de 10x1i0 cm, CDE iluminacdo
de 1luz flﬁofescente (Philips TL-33, 40 Watts), cém incidéncia de
300 a 2.1400 lux. A temperatura oscilou entre 15 a 309C, e o nitrato
de sodio foi usado como fqnte de nitrogénio, na propor¢do de 0 a
300 mM. O crescimento da Spirulina foi determinado pelo peso seco,
obtido pela coleta didria de uma amostragem que, apos filtrada, foi

lavada e secada a 709C por 24 horas.

COHEN et al. (1&) em 1986, determinaram a composi¢3o de acidos
graxos de Spirulina cultivada em meio sintético, usando frascos de
vidro CDntenﬁo 500 ml do meio em banho—maria, sob luz branca fluo-
rescente. A intensidade de luz sobre a cultura foi de 1500

E/ma/sec, e o.meio f0i saturado com uma mistura de ar-COp (99:1),
4 temperatura de 30-35°2C. As culturas tiveram um crescimento expo-—

nencial apds o sexto dia, confirmando as afirmacoes de IEHANA (30).



MATERASSI et al. (41) em 1984 demonstraram em ekperimentos,

que a Spirulina maxima pode sér facilmente adaptada em agua salga-
da, enriquecida com nitrato;.¥osfato, bicarbonato e Fe—-EDTA. As ex-
periéncias foram conduzidas em periodos diurnos e noturnos, cdm ci-
clo de 12 horas cada obtiveram S00 mg.1~ 1. Ds‘resultados obtidos,
mostraram que n3o ha diferencas significativas na produtividade de
Spirulina, eproduzida em agua do mar enriquecida e comparada com
‘producdo em meio sintetico. A biomassa produzida em meio contendo
agua salgada, foi determinada pelo peéo seco de células coletadas
com - aukiliu de papel de filtro (Sartorius tipo SM 11301). As amos-
‘tras foram lavadas.duas vezes, com solucd3o de NaCl a 0,4%, e secas
-1 _105°C até obter peso constante. Durante o periodo noturno a pro-
dutiQidade foi menor, resultando numa perda maior de biomassa o em
cultura com agua do mar (6% do peso seco) contra, 3,9% da cultura

com melio controle} contrariando as afirmagoes de KOSARIC et al.

(36) .

GARRET et al. (27) em 1978, obtiveram biomassa de Chlorella
vulgaris, usando como meio de cultura residuos animais. A mistﬁra
semi—-liquida utjlizada como amostra, foi obtida de lodo de chiquei-
ros e, estocadas sob repouso, aproximadamente paor cinco semanas. 0
liquidé sobrenadante foi filtrado em malhas de E.mﬁ e centrifugado
a _7.600 rpm, por 2 minutos. A fase liquida foi diluida na propor-
¢3o de 1:1, com Agua destilada estéril. D volume de amostra utili-
zado foi de 250 ml em fraéca de»vidko com tampdo de algodio. A
amostra foi inoculada com { ml de células de cultura estoque de

Chlorella.



v A cultura estoque foi mantida em agar inclinado, contendo:

0,1% de proteose peptona; 0,024 de KNO3; 0,00E% de KpHPO4; 0,002%
deﬁMgSO 7Ho0 e 1% de agar.

D crescimento da microalga foi determinado pela contagem de
ceélulas, usando-se um hemocitdmetro e microstépid de coﬁtraste de
fase.

A determinécgo do peso da biomassa foil feita pela coleta, cen-—

trifugagdo e secagem das celulas obtidas.

-/fgsegundn GARRET et ai. (27), a possibilidade de culturas de mi-
croalgas, a partir de liquidos provenientes de residuos de detritos
de animais, €& viavel porque associa o processo de reciclagem de nu-
triéntes, com a sintese de biomassa e a purifica¢3do de residuos po-

luidores.

KOSARIC et al. (36) em 1974 cultivaram Spirulina méxima, usan-—
do como meio de cultura aguas de efluentes, provenientes da estacgdo
mﬁnicipal de tratamento de esgoto de Londres.

0 pH do efiuente usado (inicialmente na faixa de 64,8 a 7.3),
foi corfigido para 9,5 usando-se 1g/]1 de bicarbonafo de sddio, que

além de servir como tamp3o do meio, evita uma mudanga brusca do pH

durante a fase de crescimento. A inoculac56 de Spirulina maxima foi
de 0,3 g de éélulas secas para 10 litros do meio de cultura. A me-
lhor taxa de crescimento foi encontrada apos o sexto dia, com de-
créscimo de biomassa apds esse tempo. A concentracdo maxima de cé-—
lulas obtidas foi de 0,77 g/1 de efluente apds nove diés de cultu-

ra.



Ainda segundo KOSARIC et al. (36), o percentual de crescimento
e a produtividade davbiomassa em efluentes tratados foi menor do
que no meio sintético, devido a defici@ncia de nutrientes nos resi-
duos utilizados.

KOSARIC et al. (36) verificaram também neste experimento, que
a melhorb faixa de temperatura para cultura de Spirulina em meio
sintético foi de 30 & 40°C e &bm efluente ficou entre 25 4 35°C. O

crescimento foi completamente inibido a 10°C e 45°C.

WU & POND (72) em 1981 realizaram testes de crescimento de

Spirulina, usando detritos de animais (aves, suinog e gado), pre—
viamente fermentados. O liquor utilizado foi enriquecido com nu-—

trientes sintéticos (KHpPO4; NaCl; NaHCO3 e Uréia).

0 residuo de aves foi considerado uma boa fonte de nitrogénio
para a produgao comercial de microalgas. Os residuos fermentados de
suinos, revelaram—-se como boa fonte de fdésforo inorgidnico, amdnia,
‘magnésio e manganés no cultivo de Spirulina.

Os demais "“liquors" de residuos fermentados de animais apre-—

sentaram-se pobres em fosforo e nitrogénio.

AYALA & BRAVO (4) em 1973 utilizaram, também com sucesso, de-—
tritos animais (porco, gado e carneiro), apos fazé-los passar por
um processo dé fermentagdo anaerébicavem biodigestores, para produ-
zir Spirulina. O liquido efluente foi usado no preparo de meibs de
cul tura, fevelando;se como uma boa fonte de nutrientes para é pro-—
ducdo de biomassa de microalgas.

A massa seca obtida nos meios de cultivo com efluentes foi de

795 4 1.230 mg/)l, contra 1.115 mg/l em meio sintéetico.
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Nos meios comn residuos animais obfeve—se de 57 a 63% de pro-
teiné bruta, contra 62,5% em meio controle. A eficiéncia na conver-
s3o de nitrogénio atingiu de 64 a 67%, e em meio sintético obteve-
se somente 24%. A taxa de crescimentobda microalga foi determinaaa
diariamente por densidade 6tica a 560 nm. Na coleta das celulas,
usou—-se também filtrac¢do através de papel de filtro Whatman.

A temperaturs de cu1£iv0 da Spirulina foi de 22 * 3°C, com uma

luminosidade de 3 a 30 Klux durante o periodo diurno.

As experiéncias realizadas por AYALA & BRAVD (4), mostraram
que efluentes de detritos de animais fermentados s3o passiveis de
serem utilizados como fontes alternativas, no preparo de meios de

cultura para a Spirulina.

NGUYEN et al. (46) em 1974 cultivaram Spirulina maxima em
efluentes oriundos do esgoté do Centro Municipal de Ontario, loca-
lizado no Canadd. 0Os meios de cultura usados nos experimentos fo-
ram preparados com agua residual de efluentes do Centro de Controle
de Polui¢do de Ontario, tendo como controle o meio empregado hor
CLEMENT (15).

Esses meios foram acondicionados em recipientes de vidro, es—
terilizados em autoclave a 2 atm e 120°C por 15 minutos, sendo em
seguida resfriados e conservados em geladeira.

As culturas foram iluminadas com l3mpadas fluorescentes, com
intensidade de 1.200 lux e.aeradas com ar contendo 2% de COp, o
qual foi dispersado nos meios com a velocidade de 0,35 vvm, com au-

xilio de um agitador magnético.
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A temperatura de cultivo foi mantida a 309C + 29C, com auxilio
de um incubador. 0 pH foi controlado na faixa de 8,5 a 10 pelo
ajuste do teor de COp contido na mistura de ar, fornecida aos
meios.

0 indculo usado foi de 0,5 é de Spirulina seca, previamente
cultivada em meio de cultura estoque, debaixo das mesmas condicgtes

. .
de cultivo dos experimentos.

NGUYEN et al. (47) coletaram a biomassa por filtragdao em papel
de filtro Whatman, a qual foi lavada varias vezes com Agua destila-
.da, para remover os sails dissolvidos. As amostras depois de secas e
resfriadas foram transformadas em p6 fino e mantidas a ORC para
andlises. Os resultados obtidos demonstraram que a hiomassa de Spi-
rulina produzida em meios contendo somente agua residual de esgo-
tos, apresentaram um baixo teor de proteinas, comparado com o meio

sintético usado como controle.

A proporgdo relativa de aminodcidos das proteinas obtidas por
NGUYEN et al. (47), foi constante e comparavel com amostras culfi—

vadas em meio sintético.

mNo meio contendo residuos de efluentes,.apés dez dias de cul-
tivo, obteve-se o0s seguintes resultados em peso seco: proteina
28,3%; carboidratos 43,2%; gorduras 9,2%; cinzas 14,5% e umidade
4,7%. Por outro lado, no meio sintético, a percentagem em peso seco
foi a seguinte: proteina 63,1%; carboidratos 16,6%; gorduras 1,0%;

cinzas 13,9% e umidade 5, 0%.
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Segundo NGUYEN et al. (47), a variagdao na percentagem de pro-
teinas e elevag3o das demais substdncias, se deve, unicamente, a
deficiéncia 1de nitrogénio e outros nutrientes, nas amostras de
meios contendo residuos de efluentes.

'NGUYEN et al. (47) observaram ainda, que ocorre um decrescimo
na produc3o de proteinas e elevagdo no teor de carboidratos, gofdu—
ras e cinzas na biomassa de micrdalgas, quaﬁdo avquantidade de nu-
trientes especialmenfe de nitrogénio no meio de cultura forem defi-

cientes.

Ainda de acordo com NBUYEN/et al. (47), os quais citam que LE-
WIN em (1962), ao realizar pesquisa sobre microalgas, verificou
também que a deficiéncia de nitrogénio no meio, acarreta um decres-

cimo da ordem de 8 &4 10% de peso seco em proteinas, e um aumento de

2% de gorduras em 80% de varias espécies de Chlorella e Scenedes-

mus .

————

A cinza de carv3o vegetal, por ser rica em sais minerais se
constitui numa fonte alternativa de nutrientes, para o cultivo' de
microalgas. |

P .

Os metais em maior abunddncia na cinza s3o o ferro, o cadlcio,
o magnésio, o soédio, o potassio, o silicio, o aluminio e o titanio.

A cinza contém um grande numero de subst3ncias metalicas e se-
mi-metalicas, que se apresentam na forma de dxidos basicos e oxidos

acidos (35).

0 carvio vegetal produz uma cinza com alto teor de 6xidos ba-

sicos. Os 6xidos bisicos de ferro, calcio, magnésio, sddio e potas-—
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sio representam de 63 4 68% dos constituintes minerais existentes

em cinza de madeira e linhita (5).

A madeira e a linhita possuem os seguintes percentuais de 6xi-

dos basicos e 6xidos acidos (S):

AX1DOS BASICOS

MADE IRA ' LINHITA
FepOj | 1.6 . 6.0
Ca0 S56.5 : 59 .7
MgQ , 4.7 2.0
Nag0 0.5 | 0.2
KaD 0.1 0.5
6X1D0S ACIDOS
MADE IRA LINHITA
Si0p : 33.8 17.9
Al205 | 2.6 13.2
Ti0p 0.2 0.5
Segundo MALAVOLTA (40), a cinza contém todos os elementos

exiséentes nas plantas. menos o nitrogénio que se perde durante a
queima.

0 potassio se encontra na cinza na férma de oxido (Kp0), e
principalmente como carbonato (KpCO3z).

0 teor de potassio @ muito variavel, conforme a origem da cin-—
za. A cinza de palha de café, contém 20% de dxido de potassio; a

cinza de palha de arroz 2%; e a cinza de caieiras 3%.



A cinza de origem vegetal, contém em sua composicao

tes substd3ncias (40):

oxido de potassio (Kp0) .
4xido do calcio (Cal) .

Oxido de magnésio (Mg0) ..

Pentéxido de fésforo (PpOg)

as seguin-—

a 20%

a 25%

a 5%



3. MATERIAL E M£TODOS

3.4. Cultura de Spirulina maxima

A cultura original de Spirulina maxima usada nos experimentas,

foi cedida pela faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade

de S3o0 Paulo - Departamento de Tecnologia das Fermentagoes.

0 indculo foi preparado em meio sintético de PAOLETTI et al.
(49) e, também, nos meios experimentais para adaptacao da Spiruli-

na.

3.2. Coleta e Preparo das Amostras

Ac amnstras de cinza foram coletadas em sacos plasticos, pre-
viamente desinfetados e secos. A cinza de carvio vegetal foi conse-
guida de churrasqueiras domesticas e de churrascarias de Floriano-

polis/SC. Quanto as amostras de cinza de palha de arroz, foram for-



necidas pela empresa de beneficiamento de arroz de Alonso da Silva

sediada em Tijucas/SC.

A cinza coletada, apds passar em malha de 50 e 80 meshs foi
pesada e dissblvida em Agua destilada. A dissolu¢do da cinza foi
feita sob agitag3o por 24 horas, para dissolugl3o dos sais existen-—
tes na amostra, sendo em seguida filtrada em tecido de algéed3o, pa-—

ra a remocao dos solidos insoluveis.

0O filtrado ficou em repouso, para perfeita decantagd3o das

substa3ncias sdlidas em suspensdo.

vD sobrenadante, depois de filtrado em papel de filtro fino,

foi esterilizado e determinado o seu pH.

0 pH do filtrado ficou entré 10 e 10,3, dentro portanto da

faixa ideal de pH (9-11) preconizada por CLEMENT (13).

3.3, Preparo dos Meios de Cultura

Os sobrenadantes foram preparados nas concentragies de: 20,
75, 100, 125 e 150 g/litro de cinza seca. Essas diluigoes serviram
para determinar a concentra¢do mais adequada de cinza para a cons-—

tituicdo do meio de crescimento experimental.
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Esces sobrenadantes foram testados com Spirulina maxima, sendo

escolhido o filtrado contendo 100 g/1 de cinza seca, O qual foi de-

nominado de meio de crescimento natural.

Considerando gque a cinza & pobre em nitrogénio, os meios de
crescimento & base de cinza foram corrigidos com NO3, conforme re-
comendacio de LOPEZ (37), e denominados de meios de crescimento se-

mi—-naturais.

Ns meios de crescimento semi—-naturais foram elaborados da se-

gquinte forma:

- Soluc3o de cinza (100 9/1) .............. 130 ml
— KNOg (54.4 @/L1) .o 5 ml
- Espirulina (1470 g/1) ... ... ... .. N 15 ml

Parte dos meios de crescimento semi-naturais foram suplementa-
das com todos os nutrientes contidos no meio controle (carbonato,
fosfato, Fe—-EDTA, bicarbonato, magnésio, cloretos e com solu¢do de
micronutrienfes) para se verificar as defici@ncias nutritivas dos
mesmos .

Qs» volumes dos meios de crescimento utilizados nos experimen—
tos foram de 150 ml, colocadas em frascos erlenmeyer de 500 ml, os

quais continham 10% de indculo e foram agitados a 96 rpm.

0 meio de cultura sintético foi denominado de meio controle e

. preparado de acordo com PAOLETTI et al. (49).
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Faram realizados sessenta experimentos com meios de crescimen-—
to naturais e semi—naturais visando obter dados mais precisos. Fo—

ram realizadas 10 repeticOes de cada meio experimental.

3.4, Controle, Monitoracdo e Coleta da Biomassa

0 pH dos meios de crescimento %oi determgnado durante todo o
periodo de crescimento, com auxilio de potencidmetro (pH meter
ES20) a ﬁada 24 horas.

De écordo com CLEMENT (15), a temperatura empregada foi de 30
+ 2OC.

’A luz foi fornecida através de duas lampadas flﬁorescentes de

65 W e quatro l3mpadas ativa folhas de 40W cada.

A composigdo quimica dos meios experimentais foi determinada
pelos seguintes métodos: O Nitrogénio foi feito de acordo com o mé-
todo de Kjeldahl (Instituto Adolfo Lutz) (31). Os metais e fésforo
foram determinados utilizéndo4Se um Spectrofotémetro de absorégo
atémica (VARIANT AA-1475) do Laboratdrio de Quimica do Solo -
CCA/UFSC, usando-se a metodolOQié descrita no Boletim n®? 5 do De-
partamento de GSolos da Faculdade de Agronomia/UFRGS e o Standard

- Methods, 15.ed., 1980.

Os experimentos foram realizados em periodo continuo e semi-

continuo, com duracao de 216 horas de cultivo em cada periodo.
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No periodo continuo, o processo de fotossintese ndo sofreu in-

terrup¢3o durante as 216 horas de cultura, com ativac3o dia e noite

da Spirulina.

Quanto ao periodo semi-continuo, a fotossintese foi feita com

luz e temperatura adequada, somente no periodo de 12 horas diarias

e durante o dia.

Com relagd3o a curva de crescimento, esta foi determinada a ca-
da 24 horas medindo-se a densidade otica a 560 nm num spectrofotd—
-metro, durante as 214 horas de cultivo, de acordo com procedimentos

realizados por IEHANA (30) e AYALA & BRAVO (4).

A coleta das células de Spirulina foi feita através de filtra-
¢30 de aliquotas do meio cultivado, usando-se papel de filtro Mil-

lipore (RAWP 047), conforme preconizado por AYALA & BRAVO (4) e

NGUYEN et al. (48).

A biomassa foi determinada em balanca de precisao (Saﬁter ﬁéx._
200 g/div. 0,1 mg), através das células secas a 100°C por uma hora
e a curva de crescimento do meio naturai e semi~ngtural pelas se-
guinges equagoes de reta: x(g/i) = 00,7143y para os meios natural e

semi-natural e x(g/1) = 0,55854iy + 0,0008 para o @g{g sintético.

1
!

'
/

Além dos estudos sobre os parametras de cultura (pH, luz, tem-—
peratura e tempo) foram também verificados a velocidade de cresci-
mento, o rendimento e a produtividade da biomassa de Spirulina,

conforme se vé nas tabelas de 9 & 1.
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A velocidade de crescimento na fase exponencial foi determina-—
da pela equagdo: |
dx
H o= e

dt

Legenda: u veloc. de crescimento da microalaa

dx conc. de células

dt tempo de cresc. na fase exponencial

A eficiencia dos meios de crescimento propaostos foi calculada
pela produc3o maxima de células obtidas durante as 216 horas, em

relacdo a biomassa total produzida no meio sintético.

Guanto ao cdlculo da produtividade, determinou-se pela seguin-

te equagio: P = Hx.v
1 dx
P = e | s . %X .V
X dt
dx
P = e | vy = mg.l_i.h—i
dt

L.egenda: P = produtividade da microalga



velac. de crescimento da microalga

H =
X = conc. de células da microalga
v = volume que contém a biomassa

5. Equipam@nvtcs @ Material de Consumo

Estufa aerdébica de secagem e esterilizacdo de 120°C, marca Fanem
Dessecador Pyrex |
Ecpectrofotometro (Spectrpnic 20 da Bausch & Lomb)

Balanca de Precisio, marca Sauter (maximo 200 gr/divis3o 0,1 mg)
Potencidmetro (pH meter E 520 Metrohm Herisau)

AQtoclave, marca Fabbe modelo 103

Agitador tipo Shaker com termostato de 96 rpm, marca Fanem

Bomba a vacuo 1/4 HP, marca Brasil

L3mpadas fluorescentes, marca Philips TL 65 W/54 RS, luz do dia
Limpada Pholha, 220/230 v, marca Philips de 60 W

Vidraria de laboratodrio

Sais minerais e solventes p.a.

Frascos erlenmeyer de 500 ml

Pengiras com S50 e BO meshs

Papel de filtro Whatman n® 1

Papel Millipore (RAWP 047)

Frasco de Kitazatto e funil de Biichner

Spectro fptﬁmetro de absorcdo atdomica (VARIANT AA-1473)



3.6, Fluxograma da Metodologia

OTIMIZACAO DOS

EQUIPAMENTOS

PADRONIZAGCAO DOS

42

COLETA MEIOS DE CULTURA ESTERILIZACAD
ADAPTAGCXD DA
SPIRUL INA
EXPERIMENTOS PREPARACAOD
DO INGCULO
CONTROLE DA
CULTURA
| )
COMPOSICXO pH LUZ TEMPERATURA
DD MEIO

PRODUCAO DE BIOMASSA




43

4 . RESULTADOS E DISCUSSXO

Todas as sessenta amostras de meios natural e semi—-natural
.contendo cinzas vegetais apresentaram crescimento de Spirulina ma-

xima (Tabelas 2, 3, 4, 6 e 8).

A biomassa de Spirulina obtida em meio sintético em 9 dias foi
de 4415 mg.l‘i no sistema continuo e 459 mg.l"1 no sistema desconti—

nuo (Tabelas 1 e 3).

No meio natural o crescimento variou de 363 mg.1”1 a 484
ﬁgql"i no sistema ;ontinuo e de 430 &4 S00 mg.171 no sistema descon-
tinuo, conforme se vé& nas tabelas 2, 3, 4, 6, 7 e B). Pode-se ob-
servar também nestas tabelas que o meio semi—-natural no sistema
desc;ﬁfinuo, obteve a melhor préducﬁo, ou seja, 500 mg/l em @ dias

contra 459 mg.l"1 obtida em meio sintético no mesmo sistema.

O meio de crescimento natural & base de cinza vegetal apresen-
tou uma variacao minima do pH, ficando na faixa de 10,0 a 10,3 du-
rante as 216 horas de cultura, tanto no processo continuo coma no

descontinuo. A temperatura manteve—-se entre 28 a 32°C.
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Tabela 1 — Concentragido de Spirulina maxima em meio sintético de

Paoletti et al. (Sistema Continuo).l

pH Temperatura Tempo ~ Biomassa

(oc) (h) Amg.171)
10.2 28 o 169
10.2 30 24 198
10.1 31 I 48 219
10.2 30 | 72 246
10.2 3e | 96 258
10.4 30 126 285
10.2 a1 148 315
10.2 30 168 356
10.2 29 192 Y6

10.2 30 216 415



45

Tabela 2 - Concentra¢d3o de Spirulina maxima em meio constituido de

cinza de carvio vegetal (Sistema Continuo).

pH

Temperatura

- (9C)

Biomassa

(mg‘l‘i)

10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.
10.

10.

n

Lol

n w oW

28
29
30
31
30
30
32
31

30

30

24
48
72
96

120

144
168

192

216

124
169
203

234

280
306
326
342

363
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Tabela 3 - Concentracao de Spirulina maxima em meios constituido de

pH

cinza de palha de arroz contendo KNO3 (Sistema Conti-

nuo) .

Temperatura

(eC)

Biomassa

(mg.l"i)

10.
10.

10.

10.
10.
10.
10.

10.

28
30
29
30
30
32
30
29
30

31

24
48
72

24

120

144

1468

i92

216

i24

158

i83

210

cet

249

294

326
354

393
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Tabela 4 - Concentragdo de Spirulina maxima em meio constituido de

‘cinza de carvao vegetal contendo KNOjz (Sistema Conti-

nuo) .
pH> Tempefatura | Tempo | Biomassa
(ec) (h) C(mg.171)

10.2 28 ) 124
10.14 ' 30 24 169
10.3 30 | 48 | 203
10.2 31 72 227
10.1 32 96 \ 247
10.0 31 120 276
10.2 29 144 ' 321 .
10.2 30 168 363
10.2 31 192 ' 420
10.3 ap 216 484



48

Tabela 5 - Concentragdo de Spirulina maxima em meio sintético de

Paoletti et al. (Sistema_Descontinuo).
pH Tempefatura ‘ Tempo Biomassa
(ec) . (h) (mg.171)
.10.2 9 0 ;77
10.3 31 24 198
10.4 31 . 48 215
10.2 31 72 234
10.2 30 96 291
10.2 31 186 3560
‘10.3 31 144 . | 396
10'1,- 30 . 168 405
i0.2 .29 192 ' " 432

10.3 30 216 459
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Tabela & - Concentragd3o de Spirulina maxima em meio constituido de

cinza de carvdo vegetal (Sistema Descontinuo).

pH Temperatura Tempo Biomassa
(oc) (h) tma.174)
10.3 29 0 143
10.3 31 ) 24 1469
10.2 31 48 180
10.3 31 72 209
10.2 30 | 96 a77
10.4 31 120 | 363
10.2 | 30 144 384
102 29 168 : 395
10.1 30 | 192 | 406

1i0.2 31 216 430
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Tabela 7 - Concentracdo de Spirulina maxima em meio constituido de

cinza de palha de arroz contendo KNOj3 (Sistema Descon-—

tinuo).

pH Temperatura Tempo Biomassa

(oc) (h) (mg.171)
10.4 . 29 - 0 : 143
10.0 30 24 168
10.1 31 48 178
9.8 31 | ' 72 205
9.8 30 96 270
9.5 31 : 120 360
9.2 29 144 381
9.2 30 168 - 395
9.5 31 : 192 405

9.5 30 . 216 ' 430
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Tabela 8 - Concentrac3o de Spirulina maxima em meio constituido de

cinza de carvao vegetal contendo KNOg (Sistema Desconti-

nuo) .

pH Temperatura Tempo Bibmassa

(2c) (h) . (mg.1"1)
10.3 a9 0 143
10.3 31 24 169
10.2 31 | 48 180
10.3 31 ' 72 209
10.2 30 96 284
10.4 31 120 359
10.0 31 144 | 384
10.2 30 168 | 417
10.2. . 30 192 456
10.2

30 216 500
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A fase de crescimento exponencial (159 fase), em meio semi—na-
tural no sistema descontinuo, ocorreu apos as 72 horas iniciais de
_incubacso (vide Figura 1). No sistema contiﬁuo a "log fase" se deu
nas primeiras 24 horas de incubacdo, conforme se vé na Figura 3. A
taxa de crescimento na "log fase" no sistema continuo do meio a ba-
se de cinza de carv3o vegetal com nitrato, foi de 2,24 . 1073 mg.
h_i, contra 1,88.. 10”3 m<_:1.h_i no meio constituido de cinza de pa-
lﬁé de Arroé.com nitrato. No meio sintético a taxé foi de 1,92

1073 mg.h—i, cohforme mostra a tabela 9.

Durante o cultivo da Sgirulina nos meios a4 base de cinza vege-
tal; observbu-se que esses meios ficaram de cor verde amarelada
quahdo hd redugdo ou auséncia de nitrogénio e vefde escuro, quando
devidamente suplementado com nitrato. 0 teor de nitrato adicionado

nos meios de crescimento foi de 1,714 9.1'1.

0 meio de crescimento semi—-natural no sistema descontinuo
apresentou um rendimento de biomassa maior do que os demais meios

de crescimento, conforme se vé na figura 1.



600

450

(mg/1)
(98]
(@]
o

Biomassa

150

24 48 72 96 120 144 168 192 216
' ' Tempo (h)

Flgura 1 - Efeito do nitrato sobre o crescimento de Spirulina ma-

rima em meios constituidos de cinza vegetal (Sistema
Descontinuo).

Legenda: * _ meio natural
+ - gsemi-natural
o0 - meio sintetico



Tabela 9 - Taxa de crescimento da Spirulina maxima na fase exponen—:

cial (Sistema Continuo).

Meiaos (mg 171)
Sintético 1,92 . 1073
Semi-natural (%) 1,82 . 10™3
Semi-natural (*#) 2,24 . 10-3

(#) Cinza de palha de arroz + nitrato

(##) Cinza de carvap vegetal + nitrato



Na tabela 10 pode—se observar que o meio semi—natural consti-
tuido de cinza de carvao vegetal, proveniente de churrasqueira,
apresentou uma melhor eficiéncia do que o meio de crescimento com

cinza de palha de arroz.

0 nitrogénio total encontrado nos meios de crescimento consti-
tuidos de cinza de carvio vegetal e palha de arroz foram: 28 mg.l"1

e 49 mg.l_i respectivamente contra 350 mg.l‘i no meio sintético.

Considerando o baixo teor de nitrogénia, os meios de cresci-
.mento faram suplementados com nitrato na dosagem de 233 mg de ni-
trogénio por litro de meio. Essa suplementacao foi feita para igua-

lar 4 concentra¢io de nitrogénio com o meio controle.

0 processo descontinuo demonstrou ser o melhor método para o
cultivo de Spirulina, com maior produtividade de biomassa (Tabela

i1t e Figura 2).

A produtividade podera ser aumentada significativamente se a
Spirulina "maxima for cultivada em tanques de crescimento com maior
intensidade de luz e reagcd3o mais prolongada de fotossintese da mi-

croalga.
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Tabela 10 - Eficiéncia na producdo de biomassa de Spirulina maxima

em relac¢3o ao meio sintético (Sistema Descontinuo).

e

Eficiéncia

(%)

100,0
93,7
93,7

108,9

Meios : Produg3o maxima
(mg.l"i)
Sintéetico 439 .
Natural () . 430
Semi-Natural (*#) _ 430
Semi-—Natural (*#%x) S00
Legenda: (%) cinza de carvao vegetal

(#%) cinza de palha de arroz + nitrato

(#%%) cinza de carvao vegetal + nitrato
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Tabela 11 - Produtividade de Spirulina maxima nos sistemas continuo

e descontinuo.

Sistemas

Meios

Produtividade

(mg.1"1 p 1)

Contindo

Descontinuo

Sintético
Natural (%)
Semi—Natural

Semi—-Natural

Sintetico
Natural (%)
Semi—-Natural

Semi—-Natural

(#%)

(¥%¥*)

(%)

(%)

0,17
0,17
0,19

0,25

0,23
0,23
0,23

0,30

(*) cinza de carvao vegetal

(#%) cinza de palha de arroz + nitrato

(*¥%%) rinza de carv3ao vegetal + nitrato



Biomassa (mg/1)

600

450

300

150

24

48 72 96 120 144 168 192 216
Tempo (h)

Figura 2 - Curva de crescimento de Spirulina muxima em meios a base

Legenda:

de cinza de carvao vegetal (Sistema Continuc e Desconti-
nuo)

¥ - meio semi-natural (continuo)
x — meio semi-natural (descontinuo)
o - meio sintético (continuo)
e - meio sintético (descontinuo)
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Apds o cultivo nd3o se registrou a presenca de residuos mine-
rais ou precipitagfes de sais nos meios propostos, permitindo ob-

ter—-se uma biomassa isenta de impurezas com excelente qualidade.

A cor da biomassa obtida adquiriu tom verde-azulado, quando
secada em estufa a 709C por i1 hora com atmosfera saturada de Cop, e

verde escuro apos a secagem em estufa aerdbica, a L1109C por {1 hora.

0 crescimentn da Spirulina apresentou melhor eficiéncia e pro—
dutividade no meio semi-natural a base de cinza de carv3o vegetal,
se comparado com o meio constituido de cinza de palha de arroz e do

meio controle, conforme se vé na Figura 3 e Tabela ii.

Os meios semi-naturais alem de serem testados com nitrato fo-
ram também suplementados com nutrientes do meio coantrole, os quais

ndo revelaram aumento significativo no rendimento da biomassa.

A analise por absor¢do atdmica, apresentou resultados que re-
velaram a composigao mineral dos meios naturais empregados, os
quais possuem quase todos os elementos inorganicos existentes nas

meios sintéticos para o cultivo de Spirulina (Tabela 12).

Pode—se observar pela Tabela 12, que houve um grande consumo
de metais (magnésio, calcio, ferro, sédio e potassio) pela Spiruli-
na, nos meios empregados. Ds demais elementas faram parcialmente
utilizados, com excegdo do cadmio e cromo que apresentaram tracos

nas amostras analisadas.
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A analise serviu também para avaliar o poteﬁcial de minerais
existentes nos meios propostos, CQnsiderando?se que, apos 216 horas
de cultivo ainda permanecerém nesses meios um teor de elements me-
tdlicose e fosforo, suficientes para continuar a ﬁultura e obter um

rendimento mais expressivo de biomassa.



(mg/1)

Biomassa

600

450

300
150
9 24 48 72 96 120 144 168 192 216
Tempo (h)
Figura 3 - Curva de crescimento de Spirulina maxima em meios semi-

naturais em relacdo ac meio controle (Sistema Continuo).
Legenda: * - meio semi-natural (cinza de carvdo vegetal + KNOj;)

x - meio semi-natural (cinza de palha de arroz + KNO3)

o - meio sintético
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Tabela 12 - Determinac3o por absorgdo atdmica dos principais metais

e fosforo nos meios semi—naturais em ppm.

Heios Cd Cu In Pb Hg Ca o  Cr Fe K Na P

C Ag 0,10 1,45. 0,4 0,5 58,5 is8 0,20 tragos 7,35 4.748 2.000 3,30
b 0,07 0,09 0,23 0,29 40,2 3,28 0,48 tracos 3,57 3.750 1.750 2,70
3 tragos 1,45 0,20 0,20 11,0 18,8 0,40 tragos 6,00 5.209 2.460 2,40
Ay tragos 0,89 0,09 0,17 3.3 7,68 0,06 trages 1,92 4.250 2.000 2,18

- Legenda:

Ay — Cinza de carvdo vegetal + nitrato

Ap - Cinza de carvdo vegetal + nitrato (apés 216 horas de cultivo)

Az — Cinza de palha de arroz + nitrato

Ag — Cinza de palha de arroz + nitrato (apbs 216 horas de cultivo)
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S . CONCLUSSES

{. Os meios de cultura constituidos de cinza vegetal, apresen—

taram otimo teor de fosforo e minerais com excegdo do nitrogénio.

Esses. meios apresentaram também um pH estavel na faixa de 10 a

10,3.

2. 0 melhor rendimento_de biomassa obtido foi em meio de cres-
cimento semi—-natural 3 base de cinza de carv3o vegetal em sistema
descontinuo, que apresentﬁu uma eficiéncia de 108,9% em relacﬁo‘ao
meio controle. A maidr produtividade (0,30 mg.171 h™1), também foi

obtida com esse meio de crescimento.

3 A cinza de carvio vegetal ou de residuos agricolas, por
reunir em sua composi¢3o quase todos os elementos minerais, deve
ser melhor investigada como meio de cultura alternativo, para a

produ¢3o em escala industrial de biomassa de Spirulina de baixo

£y

custo.
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