INFLUENCIA DO TEOR DE NITROGENIO NO CULTIVO DE Spirulina maxima
EM DOIS NIiVEIS DE TEMPERATURA - PARTE Il: PRODUGAO DE LIPIDIOS'
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RESUMO

A microalga Spirulina maxima foi cultivada em meios com
2,5g/L KNO, (2,5N), proposto por PAOLETTI et a/[10] e consi-
derado meio padréo, em meios com 0,2g/L KNO, (0,2N) e em
auséncia de nitrogénio (0,0N) nas temperaturas de 25°C e 35°C.
A composigdo da biomassa celular seca apresentou a 35°C um
aumento médio dos lipidios totais, de 2,8 vezes do meio com
auséncia de nitrogénio (0,0N) e 2,9 vezes do meio 0,2N em re-
lacdo ao meio padrao. A 25°C apresentou um aumento médio
de 3,1 vezes do meio com auséncia de nitrogénio (0,0N) e 3,2
vezes do meio 0,2N em relagéo ao meio padréo. A biomassa em
forma de gel de cada tratamento foi recolhida e feita a extragédo
dos lipidios totais, os quais foram pesados em base seca. As
analises estatisticas dos resultados, em estimativa néo linear
com superficie de resposta e regressdo multipla com analise de
residuos, mostraram para o aumento dos lipidios totais uma fungéo
linear com a temperatura (T) e ndo linear com o nitrogénio (N),
ajustando-se a um modelo onde o coeficiente de regressao
R=0,99459 e a equagédo LIPT = A+B2T+CN 2.
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SUMMARY

INFLUENCE OF THE NITROGEN LEVEL IN THE CULTIVATION
OF Spirulina maxima IN TWO LEVELS OF TEMPERATURES
—PART II: “PRODUCTION OF LIPIDS"”. The micraolgae Spirulina
maxima was cultivated in medium with 2,5g/L KNO, (2,5N), proposed
by PAOLETTI et al [10] and considered standard medium, in
media with 0,2g/L KNO3 (0,2N) and in absence of nitrogen (0,0N)
in temperatures of 25°C and 35°C. The composition of the dry
cellular biomass presented to 35°C a medium increase of the
total lipids, of 2,8 times of the middle with absence of nitrogen
(0,0N) and 2,9 times of the half 0,2N in relation to the standard
medium. To 25°C it presented a medium increase of 3,1 times
of the medium with absence of nitrogen (0,0N) and 3,2 times of
the half 0,2N in relation to the standard medium. The biomass in
form of gel of each treatment was picked up and made the extraction
of the total lipids, which were heavy in base evaporate. The statistical
analyses of the results, in estimate non lineal with answer surface
and multiple regression with analysis of residues, showed for
the increase of the total lipids a lineal function with the temperature
(T) and not lineal with the nitrogen (N), being adjusted to a model
where the regression coefficient R=0,99459 and the equation
LIPT = A+B2T+CNz2.
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1 - INTRODUGAO

A microalga Spirulina maxima é cultivada principal-
mente para a producdo de alimentos ricos em protei-
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nas e usos terapéuticos, devido a esta produzir diver-
sas substancias como lipidios, vitaminas, sais mine-
rais e pigmentos de interesse econdmico, [2, 4, 5, 6,
12]. A Spirulina é uma cianobactéria utilizada principal-
mente como dieta alimentar e de emagrecimento. E uma
das unicas a produzir quantidades elevadas de acidos
graxos apolares essenciais, de grande importancia te-
rapéutica, em sua fragao lipidica. Estudos visando a
obtengao de ficocianina e acidos graxos essenciais fo-
ram desenvolvidos em lIsrael, Franga e Japao. As
microalgas foram indicadas como alimentos que pos-
sam ser usados como fonte alternativa de lipidios co-
mestiveis devido aos seus altos niveis de trigliceridios
e sua alta produtividade [8].

A Spirulina € uma microalga verde-azulada
multicelular e filamentosa, cujos filamentos ou tricomas
tem forma helicoidal, podendo variar as suas dimen-
sOes com as diversas espécies, ocorrendo polimorfismo
dentro da mesma espécie, como exemplo a Spirulina
maxima que encontramos com forma reta, predominante,
e espiralada [3, 13]. Ela é mesofilica com temperatura
6tima de crescimento de 35°C a 37°C, sendo que algu-
mas cepas podem crescer de 18°C a 39°C, essencial-
mente fotoautotréfica, ndo crescendo no escuro, nem
utilizando carbono orgénico e a sua principal fonte de
nitrogénio na forma de nitratos, uréia ou sais de aménio
com alta alcalinidade [13, 19].

Os lipidios correspondem em média a 11% em peso
de S. platensis e 12% de S. maxima, em laboratério,
sendo de grande importancia para varias aplicagdes.
Sao citadas como produtoras de acidos graxos
polinsaturados em sua fragdo lipidica, podendo ter de
20 a 30% desta fracdo em acidos graxos essenciais,
ceras, fosfolipidios [9, 11].

A Spirulina podera ser a melhor opgao, como alter-
nativa para produgéo de biomassa alimentar em regiées
aridas com escassez de agua, pelo seu alto valor protéico
(60 a 70%) por responder bem a radiacao solar inten-
sa, altas temperaturas, crescer bem em aguas com alta
salinidade, alcalinas, e além disso poder produzir maior
conteudo de lipidios através do controle de nitrogénio
no meio, [1]. Ja foi observado que o conteudo de lipidios
da Spirulina aumenta com a diminuicdo da concentra-
¢éo de nitrato no meio de cultivo e a reducao da tempe-
ratura, efeito este que foi mais intenso que o obtido
com a redugao da temperatura apenas [7].

Estudos com 30 espécies de microalgas mostra-
ram que algas verdes, com 17% de lipidios, aumenta-
ram 2 ou 3 vezes o seu conteudo lipidico apés 4 a 9
dias de auséncia de nitrogénio [14].Quando nitrato, fosfato
e bicarbonato estdo em baixas concentragdes, ha au-
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mento significativo na fragdo de carboidratos das célu-
las decrescendo a de proteina total, acompanhado de
aumento da concentragcédo de cloreto de sodio [15].
Observa-se também efeitos importantes com a ausén-
cia de nitrogénio no aumento da concentragéo de lipidios
e acidos graxos [16].

Foi mostrado que em um cultivo de Spirulina com
diminui¢cdo do nitrogénio, a produtividade desta dobrou
e a produgéo de lipidios triplicou em relagédo ao cresci-
mento tradicional com 2,5g/L de KNO, [18].

Em relagdo a temperatura, promovendo-se um
“stress” em cultura de Spirulina, observou-se que um
aumento de 30°C para 42°C promoveu decréscimo de
58,6% para 45% do conteudo de proteinas, aumento
de 29,9% para 38,3% do conteudo de carboidratos e
aumento de 7,4% para 11,5% do conteudo de lipidios
totais [17].

2 — MATERIAL E METODOS

Foi usada a cepa de Spirulina maxima nao axénica,
predominantemente reta, do Laboratério de Fermenta-
¢bes do Departamento de Tecnologia de Alimentos,
UFRRJ, cedida pelo Dr. Sunao Sato, USP.

As pré-culturas foram preparadas em erlenmeyers
de 1000mL com 200mL do meio, que foram mantidas
sob iluminagdo com duas |dmpadas fluorescentes de
40w, a distancia de 40cm, e repicadas mensalmente
para outro meio. Trés fermentadores contendo 3000mL
de meio foram inoculados com um volume de pré-cul-
tura que continha 100mg/L de massa celular seca, cujo
controle foi feito através de determinagcbes de densida-
de dtica (DO) a 560nm. Foram utilizadas temperaturas
de 25 e 35°C e as dornas foram mantidas sob ilumina-
¢do com 6 lampadas fluorescentes de 40w cada, cor-
respondendo a 2400 lux, a uma distancia de 40cm. Cada
experimento foi feito em triplicata e em cada amostra
foram feitas determinacdes de pH, DO, relagdo peso
seco/densidade 6tica e no final de cada experimento
analise de lipidios totais.

O meio de cultivo utilizado tinha a seguinte compo-
sicdo em g/L: 2,5 KNO,; 15,15 NaHCO,; 8,9 Na,CO_;
1,9 K,SO,; 0,5 KHPO,; 0,92 NaCl; 0,25MgSO,.7H,0;
0,05 CaCl,.2H,0; e 1mL de solugéo 1 (microelementos)
emg/L: 2,86 H,BO,; 1,81 MnCl,.4H,0; 0,22 ZnSO,.7H,0;
0,39 Na,Mo,0,.2H,0; 0,079 CaS0O,.5H,0; 0,049
Co(NQ,),.6H,0; e 1mL de solugéo 2 (Fe.EDTA): 29,8g/L
de EDTA.Na, FeSO,.7H,0, H,0 p/1000mL, (meio 2,5N)
[10].

Para os experimentos limitantes em nitrogénio usou-
se as concentragcdes do componente nitrogenado mo-
dificadas para 0,2g/L KNO, (meio 0,2N) e com ausén-
cia de KNO,, sendo que o pH inicial do meio foi de 9,49.
No final de cada tratamento a biomassa em forma de
gel foi recolhida em peneira de 44um e filtrada a vacuo,
sendo o gel lavado com solugcado salina para retirar o
excesso de carbonatos. Da biomassa hidrolizada foi
extraida a fragao lipidica em extrator soxhlet e pesada
em balanga analitica.
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Os resultados foram organizados em uma matriz e
feitas as analises estatisticas de estimativa nao linear
com superficie de resposta e de regressdo multipla com
dispersao dos resultados, através do software “Statistica”.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises da composi¢ao centesimal
da massa celular seca estdo apresentados na Tabela
1, para os cultivos a 35°C e a 25°C, sendo a matriz
utilizada para as analises estatisticas do parametro
lipidios totais foi composta com os valores de tempera-
tura (T), teores de nitrogénio (N), repeticdes (rep) e lipidios
totais (LIPT).

LIPT mostraram uma fungao linear com T e néo
linear com N. A redugéo da temperatura de 35°C para
25°C causou redugéo de 15,4% no teor de lipidios to-
tais no meio 2,5N, enquanto que para o meio 0,2N e
meio com auséncia de nitrogénio, a redugao do teor de
lipidios foi de 5,7% e 6,4% respectivamente. Este pe-
queno decréscimo na concentragdo dos lipidios totais
causados pela reducao da temperatura, para uma mesma
concentragdo de nitratos contraria, em parte o que foi
observado por MENDES [7].

TABELA 1. Composicao centesimal da biomassa seca

T N rep Proteinas Cinzas Carboidratos Lipt

°C gL % % % %
35 25 1 6842 7.6 16,03 7,95
35 25 2 7102 584 14,92 8,22
35 25 3 7181 577 13,54 8,88
Meédia 7042 6,40 14,83 8,35
Desvio padrao  1,77371 1,03693  1,24744  0,47843
35 02 1 5328 576 18,18 22,78
35 02 2 5246 558 17,65 24,31
35 02 3 4456 825 22,15 25,04
Meédia 50,1 6,53 19,33 24,04
Desvio padrao  4,81527 1,49228 245940  1,15336
35 0 1 4448 623 26,03 23,26
3 0 2 4913 7,09 21,0 22,69
3 0 3 4819 681 21,48 23,52
Média 4727 6,71 22,87 23,16
Desvio padrio  2,45866 043863  2,74646  0,42454
25 25 1 7074 7,34 14,98 6,94
25 25 2 7233 652 14,88 6,27
25 25 3 7119 696 12,87 7,98
Meédia 7142 6,94 14,24 7,06
Desvio padrao  0,81957 0,41037  1,19039  0,86165
25 02 1 4164 812 27,36 22,88
25 02 2 4292 7,38 26,54 23,16
25 02 3 4338 7,84 26,79 21,99
Meédia 4265 7,78 26,90 22,68
Desvio padrao  0,90163 0,37363  0,42028  0,61093
25 0 1 4474 665 26,56 22,35
25 0 2 4481 7,39 25,96 21,84
25 0 3 4109 891 29,15 20,85
Meédia 4355 7,65 27,22 21,68

Desvio padrdo  2,12783 1,15222 1,69530  0,76270
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Para a variagdo de N a 35°C, os resultados mos-
traram que do meio 2,5N para o meio 0,2N houve au-
mento do teor de lipidios de 2,88 vezes e para o meio
com auséncia de N houve um aumento de 2,80 vezes,
aproximadamente para valores médios. A 25°C, os re-
sultados mostraram que do meio 2,5N para o meio 0,2N
houve aumento do teor de lipidios totais de 3,21 vezes
e para o meio com auséncia de nitrogénio houve um
aumento de 3,07 vezes, aproximadamente para os va-
lores médios, estando de acordo com observagao de
TORRES [18].

SHIFRIN e CHISHOLM [14] por outro lado, consta-
taram que o conteudo de lipidios de varias espécies de
microalgas sob auséncia de nitrogénio apoés 4 a 9 dias
de cultivo aumentaram 2 a 3 vezes o conteudo de lipidios,
corroborando com os resultados encontrados. TORRES
[18] também constatou aumento de 2,14 vezes com a
reducao de nitratos de 2,5 para 0,2g/L, e de 3,7 vezes
para o meio com auséncia de nitrogénio, em cultivo de
Spirulina maxima, confirmando estas observacgdes.

Para lipidios totais (LIPT), o desvio padrdo mos-
trou valores uma ordem de grandeza menores do que
os dos respectivos parametros, o teste t aproximada-
mente 4 vezes o valor minimo de B, o nivel p mostrou
que nao acarretou erro entre os pardmetros com valo-
res << 5% e a correlagdo dos parametros estimados e
analise de residuos apresentou pouca dispersdo entre
os resultados, conforme Tabela 2. Portanto, a fungao
proposta mostrou excelente relagdo com os valores ex-
perimentais com o coeficiente de correlagdo R = 0,99459,
cuja equagéo é “ LIPT = A + B2T + D.N2*, Figura 1.

TABELA 2. Parametros para superficie de resposta

A B D
Estimados  18,80721 -0,37099 -2,43620
Erro padréo 1,18178  0,05200  0,06600
Teste t(15) 15,91432 -7,13447 -36,91950
Nivel p 0,00000  0,00000  0,00000

Model: LIPT=a+(b**2)*T+d*N**2
2=(18,807205)+((-0,3709883)**2)*x+(-2,4361704)*y**2

FIGURA 1. Superficie de resposta

TABELA 3. Matriz de correlagdo de parametros estimados

A B D
A 1,00000 0,97949 -0,11707
B 0,97949 1,00000 0,00000
D -0,11707 0,00000 1,00000

Predicted vs. Observed Values
Dependent variable: LIPT
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FIGURA 2. Parametros estimados.

Conforme a Tabela 3 e Figura 2, houve uma boa
correlagéo entre os valores estimados, com pouca dis-
persado dos resultados.

4 - CONCLUSOES

Os resultados mostraram que houve um aumento
de aproximadamente 3 vezes do conteudo de lipidios,
quando diminuiu-se o teor de nitrogénio com o abaixa-
mento da temperatura, sendo porém mais efetivo com
a diminuicdo da concentragdo de nitrogénio, levando a
crer que é viavel o cultivo da Spirulina em condigdes
limitantes como as apresentadas, visando a producao
de lipidios ricos em acidos graxos polinsaturados es-
senciais.

Os parametros cinéticos apontam para a possibili-
dade de ampliacdo da escala para volumes em que seja
possivel a producdo de maior quantidade de uma
biomassa rica em lipidios e nestes acidos graxos, bem
como para a extragdo de produtos de interesse de for-
ma econdmica.
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