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RESUMO

Spirulina maxima é uma cianobactéria de grande interesse para a producao de substancias nutritivas e terapéuticas. E mesofilica, essencial-
mente fotoautotrofica, sendo suas principais fontes de nitrogénio os nitratos, uréia ou sais de amonio em meios com alta alcalinidade [1,
2, 3, 10, 16]. Spirulina maxima foi cultivada em fermentadores, expostos a luz com intensidade de 2400lux, contendo 3L do meio proposto
por PAOLETTI, PUSHPARAJ & TOMASELLI [7] com concentracao de 2,5g/L de KNO,, em meio modificado com 0,2g/L de KNO, e em meio
sem fonte de nitrogénio, denominados respectivamente meios 2,5N, 0,2N e SN, visando observar as alteracoes provocadas em sua compo-
sicao final. Em culturas crescidas a 35°C observou-se reducao do teor de proteinas na massa celular seca de 28,84% e de 32,87%, aumento
do teor de carboidratos de 30,34% e de 54,21% e aumento dos lipidios totais de 287,90% e 277,37%, quando se utilizou os meios 0,2N e
SN, respectivamente, em comparacao com o meio 2,5N. O teor de cinzas mostrou variacao desprezivel. Quando a temperatura de cultivo foi
reduzida para 25°C, ocorreu uma reducao do teor de proteinas da massa seca de 40,28% e 39,02%, aumento de teor de carboidratos de
88,90% e de 91,15% e aumento do teor de lipidios totais em 321,25% e de 307,08%, quando se utilizou os meios 0,2N e SN em comparacao
com o meio 2,5N, respectivamente. Os resultados mostraram alteracoes sensiveis na composicao da biomassa seca, com a diminuicao do
teor de nitrogénio e da temperatura de cultivo, exceto no teor de cinzas que nao foi significativo.
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SUMMARY

INFLUENCE OF NITROGEN CONCENTRATION ON THE CULTURE OF Spirulina maxima GROWN AT TWO TEMPERATURES - Part I:
CHANGES IN BIOMASS COMPOSITION. Spirulina maximais a cianobacter of great interest to the production of nutritious and therapeutic
substances. It is mesophilic, essentially fotoautotrophic and has preference for media with high alkalinity. Its principal nitrogen source
are nitrates and ammonium salts or urea [1, 2, 3, 10, 16]. Spirulina maxima was cultured in fermentors with 3 liters of medium proposed
by PAOLETTI, PUSHPARAJ & TOMASELLI [7] exposed at light with intensity of 2400lux and in two other media in which the KNO,
concentration was reduced from 2.5 to 0.2g/L KNO, and zero, that were denominated 2.5N and 0.2N and medium without KNO, SN
respectively. In cultures at 35°C a reduction of the percentage of proteins was observed, in the dry cellular mass, of 28.84% and 32.87%,
an increased of 30.34% and of 54.21% in carbohydrates and total lipids of 287.90% and 277.37%, when it was used the media 0.2N and
SN instead the medium 2.5N respectively, except the percentage of ashes that showed no significant variation. When the temperature
was reduced from 35 to 25°C, the percentage of protein in the dry mass decreased 40.28% and 39.02%, while the percentage of
carbohydrates increased 88.9% and of 91.15% and percentage of total lipidic increased 321.25% and of 307.08%, when it was used the
media 0.2N and SN instead of the medium 2.5N respectively. The percentage of ashes showed no significant variation. The data showed
a sensitive alteration in the cellular mass composition when the percentage of nitrogen and the cultivation temperature were decreased.
Keywords: Spirulina, biomass; microalgae; centesimal composition.

1 -INTRODUCAO

Spirulina maxima € uma cianobactéria que pode ser
utilizada na composicao de alimentos dietéticos e tem
sido objeto de estudos em varios paises como Israel, Ja-
pao, Franca, E.U.A. e Brasil [2,3]. Juntamente com ou-
tras microalgas, podem ser utilizadas como fonte al-
ternativa de proteinas, lipidios (acidos graxos essen-
ciais), ficocianina e outros, em alimentos e racoes. De-
senvolve-se bem na faixa de temperatura de 35 a 37°C,
€ essencialmente fotoautotréofica, tem preferéncia por
meios alcalinos, com pH na faixa de 8,5 a 11, sendo
sensivel a mudancas bruscas no seu meio de cultivo
[1,2,5,9, 10, 15]. Spirulina maxima apresenta altas con-
centragdes de proteinas de facil digestdo e contém to-
dos os aminoacidos essenciais em concentragdes aci-
ma do padrao alimentar da FAO-OMS, com valor de PER

I Recebido para publicagdo em 19/03/2001. Aceito para publicagdo em
16/05/2002 (000605)

2 Departamento de Tecnologia de Alimentos/UFRRJ, Seropédica — RJ,
BR, CEP 23.851-970.

3 Departamento de Engenharia de Alimentos/ UNICAMP, Campinas — SP,
BR, CEP 13.081-970.

* A quem a correspondéncia deve ser enviada.

(Razao de eficiéncia protéica) de 2,2, acima do valor de
outras fontes, mostrando a importancia da sua utiliza-
¢ao como alimento em futuro préximo [4, 5, 10].

Segundo PAOLETTI, VICENZI & BOCCI [8] Spirulina
maxima apresentou em sua composi¢ao centesimal 72,
12 e 11% de proteinas, lipidios e carboidratos respecti-
vamente, quando cultivada em laboratorio. Porém, es-
tes valores alteraram-se para 60, 15 e 16% respectiva-
mente, quando o cultivo foi feito em tanque aberto, o
que mostrou que a composicao das algas pode alterar
em funcgao da maneira como esta é cultivada.

Foi observado que o conteudo de lipidios de algas
verdes aumentou de duas a trés vezes apos S a 9 dias
em meio com auséncia de nitrogénio e que a presenca de
nitrato, fosfato e bicarbonato em baixas concentracoes
promoveu um aumento significativo da fracao de carboi-
dratos e proteinas nas células, acompanhado de aumento
da concentracao de cloreto de sodio [3, 11, 12, 13].

Em relagao a temperatura de cultivo, observa-se que
a variagcao de 30°C para 42°C promoveu um aumento de
7,4% para 11,5% no conteudo de lipidios, um decréscimo
de 58,6% para 45% do contetudo de proteinas e um aumen-
to de 29,9% para 38,7% do contetido de carboidratos [13].
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A variacao da composicao centesimal de Spirulina
maxima em funcao das condi¢oes de cultivo e composi-
¢ao do meio fazem dela uma boa opcao para a produgao
de biomassa alimentar, principalmente em regides ari-
das com radiacao solar intensa, pois, além de suportar
temperaturas relativamente elevadas, pode ser cultiva-
da em aguas com alta salinidade [4, 12].

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Microrganismo

A cepa de Spirulina maxima utilizada neste trabalho
era predominantemente reta, nao axénica, foi cedida pelo
laboratorio de fermentacgoes do Departamento de Tecno-
logia de Alimentos da UFRRJ.

2.2 - Condicoes de manutencao da cepa

A manutencao da cepa foi feita em Erlenmeyers de
1000mL, com 200mL do meio de cultivo, com a seguinte
composicao em g/L, proposto por PAOLETTI, PUSHPARAJ
& TOMASELLI [7]: KNO,, 2,5; NaHCO,, 15,15; Na,CO,,
8,9; K,80,, 1,9; K,HPO,, 0,5; NaCl, 0,92; MgSO,.7H,0,
0,25; CaCl,2H,0, 0,05 e 1mL de solucdo de
micronutrientes, com a seguinte composicao em g/L:
H.BO,, 2,86; MnCl,.4H,0, 1,81; ZnSO,.7H,0O, 0,22;
Na,Mo,0,.2H,0, 0,39; CaSO,.5H,0, 0,079; Co(NO,),.6H,0,
0,049 e Fe.EDTA 1mL de solugao; de EDTA. Na 29,8g/L;
FeSO,.7H,0 e H,0 p/1000mL.

As culturas foram mantidas a temperatura ambiente
(26°C) sob iluminacao de duas lampadas fluorescentes
de 40W, sendo feitos repiques mensais.

2.3 - Obtencao da biomassa

O meio proposto por PAOLETTI, PUSHPARAJ &
TOMASELLI [7] foi denominado meio 2,5N e, além des-
se, foram usados para a obtencgao da biomassa mais dois
outros meios para o crescimento, um com concentracao
de KNO, de 0,2g/L, denominado de meio 0,2N, e outro
sem a presenca desse sal, denominado de meio SN. O
pH inicial foi ajustado em 9,5 e foram feitos cultivos a
25°C e 35°C, temperaturas que representam as médias
das isotermas climaticas brasileiras, de acordo com in-
formacoes climatologicas da EMBRAPA, CNPAB/RJ.

O crescimento foi feito em fermentadores com
3000mL de meio cada, aos quais adicionou-se um volu-
me da cultura de manutencgao correspondente a 100mg/
L de massa celular seca, por 10 dias, sob iluminacao de
seis lampadas florescentes de 40W cada.

A biomassa obtida na forma de gel, foi filtrada a
vacuo sobre peneira com malha de 44um, sendo lavada
com solucao salina para a retirada do excesso de carbo-
natos. A biomassa foi seca a 95°C até peso constante e
as analises da composicao centesimal feitas segundo a
metodologia de analise de alimentos [6], sendo a percen-
tagem de carboidratos determinada pela diferenca entre
e as percentagens dos demais componentes analisados
em base seca. Os resultados das percentagens para

proteinas foram avaliados estatisticamente pela me-
todologia de superficie de resposta, utilizando o software
STATISTICA.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1 e 2 representam as curvas de cresci-
mento da Spirulina maxima em fungao do tempo, para os
trés meios utilizados nas temperaturas de 35°C e 25°C
respectivamente.
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FIGURA 1. Crescimento a 35°C, nos meios 2,5N, 0,2N e¢ SN.

Observou-se que para cada meio as curvas de cres-
cimento a 35°C e a 25°C apresentaram comportamentos
semelhantes, com a producao de massa seca pouco maior
a 35°C, exceto para o meio 0,2N que em 15 dias produ-
ziu o dobro do mesmo crescimento a 25°C, apresentan-
do ainda uma descoloracao devido a utilizagdo das
biliproteinas como a ficocianina, conforme ja observado
por outros autores.
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FIGURA 2. Crescimento a 25°C, nos meios 2,5N, 0,2N e SN.

A curva 3, em 35°C e 25°C para o meio SN, esta em
um patamar mais alto devido ao crescimento neste meio
sem nitrogénio iniciar apos o pleno crescimento em ou-
tro meio 2,5N.
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Conforme mostra a Tabela 1, para a composi¢ao da
biomassa seca a 35°C, observou-se que com a diminui-
¢éo do KNO, do meio 2,5N para o meio 0,2N houve uma
diminuicao de 28,84% do teor protéico, um aumento de
30,34% do teor de carboidratos e um aumento de
287,90% do teor de lipidios.

Do meio 2,5N para o meio SN houve uma diminui-
cao de 32,87% do teor protéico, um aumento de 54,21%
do teor de carboidratos e um aumento de 277,37% do
teor de lipidios.

Comparando-se os teores do meio 0,2N para os do
meio SN houve uma pequena variacao, com uma dimi-
nuicao de 5,65% do teor de proteina, uma reducgao de
3,66% do teor de lipidios e um aumento de 18,31% do
teor de carboidratos.

TABELA 1. Composicao centesimal da biomassa seca a 35°C.

T N rep. PROTEINAS CINZAS CARBOIDRATOS LIPIDIOS
°C_ gL % % % %
35 25 1 68,42 7,6 16,03 7,95
35 25 2 71,02 5,84 14,92 8,22
35 25 3 71,81 5,77 13,54 8,88
Média 70,42 6,40 14,83 8,35
Desvio padrao 1,77 1,04 1,25 0,48
35 02 1 53,28 5,76 18,18 22,78
35 02 2 52,46 5,58 17,65 24,31
35 02 3 44,56 8,25 22,15 25,04
Média 50,1 6,53 19,33 24,04
Desvio padrao 4,82 1,49 2,46 1,15
35 0 1 44,48 6,23 26,03 23,26
35 0o 2 49,13 7,09 21,09 22,69
35 0o 3 48,19 6,81 21,48 23,52
Média 47,27 6,71 22,87 23,16
Desvio padriao 2,46 0,44 2,75 0,42

A Tabela 2 mostra a composicao a 25°C da biomassa
seca, onde observou-se um comportamento semelhante
ao obtido a 35°C do meio 2,5N para o meio 0,2N, com
uma diminuicao de 40,28% do teor protéico, um aumento
de 88,90% do teor de carboidratos e um aumento de
321,25% do teor de lipidios.

TABELA 2. Composicao centesimal da biomassa seca a 25°C.

T N rep. PROTEINAS CINZAS CARBOIDRATOS LIPIDIOS
°C gL % % % %
25 25 1 70,74 7,34 14,98 6,94
25 25 2 72,33 6,52 14,88 6,27
25 25 3 71,19 6,96 12,87 7,98
Média 71,42 6,94 14,24 7,06
Desvio padrao 0,82 0,41 1,19 0,86
25 02 1 41,64 8,12 27,36 22,88
25 02 2 42,92 7,38 26,54 23,16
25 02 3 43,38 7,84 26,79 21,99
Média 42,65 7,78 26,90 22,68
Desvio padrao 0,90 0,37 0,42 0,61
25 0 1 44,74 6,65 26,56 22,35
25 0 2 4481 7,39 25,96 21,84
25 0 3 41,09 8,91 29,15 20,85
Média 43,55 7,65 27,22 21,68
Desvio padrido 2,13 1,15 1,70 0,76

Do meio 2,5N para o meio SN houve uma diminui-
cao de 39,02% do teor protéico, um aumento de 91,15%
do teor de carboidratos e um aumento de 307,08% do
teor de lipidios.

Comparando-se os teores do meio 0,2N para o meio
SN houve também uma pequena variagao, com redugao

de 2,11% do teor de proteinas, redugao de 4,41% do teor
de lipidios e aumento de 1,19% do teor de carboidratos.

O teor de cinzas mostrou pouca alteragdao, com
aumento de 2,03% e 4,84% a 35°C e 12,10% € 10,23% a
25°C, do meio 2,5N para os meios 0,2N e SN respectiva-
mente, sendo que os valores iniciais para o meio 2,5N a
35°C encontrados estao de acordo com os citados por
PAOLETTI, VICENZI & BOCCI [8], de 4 a 6%, e por TOR-
RES [14], de 8,1%.

Os resultados mostraram que a temperatura de cul-
tivo nao teve tao grande influéncia na composicao da
biomassa como as que ocorreram com a reducao do teor
de nitrogénio. Para o meio 2,5N a 35°C, o valor médio
inicial de 70,42% de proteinas estao de acordo com os
citados, de 68,5% a 77%, por PAOLETTI, VICENZI &
BOCCI [8] e TORRES [14].

Para a variagao da temperatura, de 35°C para 25°C,
proteinas mostraram um aumento de 1,42% para o meio
2,5N, uma diminuicdo de 14,87% para o meio 0,2N e
uma diminuicao de 7,87% para o meio SN. Os lipidios
totais mostraram uma diminuigao de 15,45% para o meio
2,5N, de 5,66% para o meio 0,2N e de 6,39% para o meio
SN. Carboidratos mostraram uma diminuicao de 3,98%
para o meio 2,5N, um aumento de 39,16% para o meio
0,2N e de 19,02% para o meio SN. Os teores iniciais de
carboidratos a 35°C, para o meio 2,5N, sdo compativeis
com os valores de até 20% para Spirulina platensis, cita-
dos por PAOLETTI, VICENZI & BOCCI [8] e de até 16%
para Spirulina maxima, [8, 9,14].

TABELA 3. Parametros para superficie de resposta.

A B C
Estimate 35,63835 0,582237 4,01801
Std.Err. 4,09336 0,114471 0,23863
t(15) 8,70638 5,086336 16,83809
p-level 0,00000 0,000134  0,00000

Model: PROT=aHb*2) 4T+ NH2
735, 638346)4(0, 382237)2) x4, 01801 2)*y**2
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FIGURA 3. Superficie de resposta

Na Tabela 3, PROTEINAS mostrou valores do desvio
padrao maiores do que uma ordem de grandeza dos valo-
res dos parametros, o teste t mostrou aproximadamente
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3 vezes o valor minimo necessario para B, o nivel p mos-
trou praticamente nao haver erro entre os parametros,
com valores muito menores do que 5%. A funcao mostrou
excelente relacao com os valores experimentais, apre-
sentando um coeficiente de correlacao R = 0,97505.

A Figura 3 mostra a superficie de resposta dos para-
metros, PROTEINAS, TEMPERATURA e NITROGENIO.

A funcao proposta mostrou para a variagao de pro-
teinas, nas condi¢des limitantes de nitrogénio e de tem-
peratura estudadas, uma boa aproximacao com os re-
sultados experimentais com a seguinte equacao: PROT
= A+ B?T + CN2

A Tabela 4 mostra que a correlacao entre os parame-
tros, valores previstos versus valores observados, apre-
sentou pouca dispersao entre os resultados.

O grafico da Figura 4 mostra pouca dispersao entre
os valores de resultados previstos e resultados obser-
vados.

TABELA 4. Matriz de correlacao dos parametros estimados.

A B C
A 1,000000 -0,977624 -0,122227
B -0,977624 1,000000 0,000000
C -0,122227 0,000000 1,000000

valores PREVISTOS versus OBSERVADO
variavel dependente: PROTEINAS

VALORES OBSERVADOS
3 &

& &8 & &8 &

40 46 52 58 64 70 76
VALORES PREVISTOS

FIGURA 4. Parametros estimados

4 - CONCLUSOES

Foi observado que houve uma sensivel alteracao na
composicao centesimal da Spirulina maxima quando se
alterou o teor de nitrogénio e a temperatura do seu meio
de cultivo.

Houve diminuicao de 28% a 32% a 35°C e 40% a
39% a 25°C aproximadamente nas concentragdes de

proteinas, predominantemente com a diminuicao de N,
dg 2,5g/L para 0,2g/L K.NO3 e para auseéncia <?1e r'ntroge-
nio no seu meio de cultivo, em relacao a diminuigao da
temperatura, de 35°C para 25°C respectivamente, con-
firmando citagoes anteriores.

Pode-se deduzir que os componentes nitrogenados
transformaram-se em substancias de reserva energética,
como carboidratos, que apresentaram aumentos de 30%
a 54% a 35°C e 88% a 91% a 25°C e lipidios, que apre-
sentaram aumentos de 288% a 277% a 35°C e 321% a
307% a 25°C respectivamente, quando se submeteu a
Spirulina maxima as condigdes apresentadas anterior-
mente.

Deduz-se portanto serem estas alteragdes oportu-
nas para a aplicacdo em um sistema de producao de
algumas substancias de interesse produzidas por esta
microalga, em maior escala e de uma forma econémica,
como lipidios por exemplo.
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