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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo definir uma metodologia para a producgado e
armazenamento de pasta de microalgas. Os cultivos de microalgas foram realizados em
tanques de fibra de vidro de 500 L, temperatura 20+2°C, meio de cultura F/2 de Guillard e
iluminacdo continua com intensidade de 203-234 pmol photons m? s'. Na fase
exponencial, as culturas foram centrifugadas a 2.800 rpm. Para verificar a qualidade das
células de microalgas apods a centrifugacdo e durante o armazenamento, foram realizadas
analises utilizando o corante azul de Evan e variagdo do numero de bactérias marinhas
totais. Na pasta produzida foi aplicado tratamentos com e sem aditivo e esta foi distribuida
em potes plasticos de 100 mL vedados, armazenada sob refrigeracdo a 4+1°C. Os
resultados indicaram que na pasta da espécie Chaetoceros muelleri a centrifugagdo nao
danificou as células e reduziu significativamente o numero de bactérias marinhas totais de
2,9 x 10° para 8,3 x 10° UFC mL™ . As pastas das microalgas C. muelleri e C. calcitrans,
armazenadas com adicéo de 0,1% do aditivo Acido Ascérbico, mostraram um tempo de
prateleira inferior a 2 semanas. Para o tratamento sem aditivo, os resultados com o
corante Azul de Evan indicaram que as células permaneceram viaveis (99%) até a sexta
semana para a espécie C. muelleri, sétima para a Skeletonema sp. e oitava para a
microalga C. calcitrans. Nao houve incremento do numero de bactérias durante o
armazenamento da pasta para as espécies C. calcitrans e Skeletonema (p>0,05). Para
C. muelleri, foi observado um incremento no numero de bactérias (p<0,05) a partir da
sexta semana. Este estudo demonstrou a viabilidade de producdo e armazenamento de
pastas de microalga, por um periodo de 6 a 8 semanas, permitindo ser utilizada como
alimento, otimizando o uso das microalgas produzidas no laboratorio.



Abstract

The present study aimed at defining a methodology to produce and store microalgae paste.
Microalgae were cultured in 500-I fiberglass tanks, under temperature of 20 + 2°C, Guillard
F/2 culture medium, and continuous light intensity of 203-234 umol photons m? s™.
Cultures were centrifuged at 2,800 rpm at the exponential phase. Microalgae cell quality
after centrifugation and during storage was determined by analyses with Evan’s blue and
by counting the number of total marine bacteria. Treatments with and without additive were
applied to the microalgae paste produced, which was distributed into 100-ml plastic
containers, capped and stored under refrigeration at 4 £ 1 °C. Results indicated that in the
Chaetoceros muelleri paste centrifugation did not damage the cells and the number of total
marine bacteria reduced significantly from 2.9 x 10° to 8.3 x 10° CFU ml”". C. muelleri and
C. calcitrans pastes stored with addition of 0.1% ascorbic acid had a shelf life of less than 2
weeks. For the treatment without additive, results with Evan’s blue dye showed that cells
(99%) remained viable until the sixth, seventh and eighth week of storage for C. muelleri,
Skeletonema sp. and C. calcitrans, respectively. The number of bacteria did not increase
during storage for C. calcitrans and Skeletonema (p>0.05). For C. muelleri an increase of
bacteria (p<0.05) was observed from the sixth week of storage on. This study
demonstrated the feasibility to produce and store microalgae paste for a period of 6 to 8
weeks, which allows it to be used as food source and also optimizes the use of microalgae
cultured in laboratory.



1. INTRODUCAO

A aquicultura destacou-se mundialmente como o setor que apresentou a maior taxa
de crescimento em relagdo aos outros setores produtores de alimentos de origem animal.
Neste foi registrada a maior taxa relativa de crescimento (9,2%) desde 1970, frente ao
setor de pesca extrativista (1,4%) e de producdo de animais terrestres (2,8%) (FAO,
2003).

Esta atividade engloba uma ampla diversidade de espécies, sistemas de cultivo,
praticas de manejo, inovagdes tecnoldgicas e desenvolvimento de alimentos alternativos
especificos.

Na aquicultura, as microalgas sao utilizadas como alimento de moluscos, peixes,
crustaceos e zooplanctontes. Fornecidas, em geral, na forma fresca (alimento vivo), séo
essenciais em algum estagio de desenvolvimento ou ainda, em todo o ciclo de vida destes
organismos.

Paralelamente ao crescimento da aquicultura, o setor produtivo de microalgas se
fortalece, ndo somente por ser a base da cadeia alimentar de organismos aquaticos, mas
também, pela ampla variedade de industrias que exploram seus componentes bioativos (LI
et al., 2001; PULZ et al., 2001) tais como, metabdlitos, enzimas, antioxidantes, pigmentos,
vitaminas e acidos graxos poliinsaturados. Sua utilizagdo abrange ainda, outros aspectos
como melhoria de qualidade de agua em tanques de cultivo de espécies aquaticas
(DUERR et al., 1998) e o tratamento de efluentes (WILDE & BENEMANN, 1993;
GONZALEZ et al., 1997; SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2003).

Na busca de microalgas para uso como fonte de alimento na aquicultura, muitas
espécies foram e continuam sendo estudadas. As preferidas sdo aquelas que reunem
qualidades ideais de nutricdo e digestibilidade, apresentam tamanhos celulares
adequados a cada espécie nos seus diferentes estagios de desenvolvimento e suportam
as condicdes de cultivo (SILVA et al., 2004).

Dentre as mais utilizadas, podemos citar as diatomaceas Chaetoceros muelleri,
Chaetoceros calcitrans, Skeletonema constatum, Thalassiosira pseudonana, T. weissflogii,
Phaeodactylum tricornutum, as flageladas Tetraselmis tetrathele, T. suecica, T. chuii,



Isochrysis galbana, Isochrysis sp. e Pavilova lutheri e ainda, a cloroficea Nannochloropsis
oculata (BROWN et al., 1989).

Em geral, as diatomaceas contém mais carboidratos e concentragdes significativas
de EPA - acido eicosapentandico — 20:5n-3, enquanto as flageladas possuem maior teor
de lipideos, em especial DHA - acido docosahexandico -22:6n-3 (BROWN, 1991; BROWN
et al., 1997). O teor desses componentes presentes em cada espécie de microalga é um
fator importante no crescimento e desenvolvimento dos organismos marinhos que se
beneficiam delas (BROWN et al.,, 1989; SOUDANT et al., 1998; SILVA et al., 2004),
podendo variar de acordo com as condi¢gdes de cultivo e a fase de seu ciclo de vida (HU,
2004).

A obtencdo diversificada de grande biomassa de microalgas de alta qualidade
nutricional € primordial na aquicultura. Sua produgdo é um dos pontos criticos em muitos
laboratérios, representando, em alguns casos, mais da metade dos custos totais na
producdo dos animais cultivados (LAING & HELM, 1981; KUBAN et al.,, 1983;
BENEMANN, 1992; COUTTEAU & SORGELOOQOS, 1992; KNAUER & SOUTHGATE, 1999;
ROSA, 1999; CANAVATE & FERNANDES-DIAZ, 2001).

Os custos dependem do volume dia 13olume dia 13olu 0lTaOU0a198t392; KNAUER



alimentos inertes microencapsulados (NUMAGUCHI e NELL, 1991; MEDINA-REYNA et
al., 2005), emulsdes lipidicas (COUTTEAU et al., 1996), leveduras (NELL et al., 1996),
bactérias (DOUILLET, 1993, DOUILLET & LANGDON, 1993), e concentrados de
microalgas preservados por diversas técnicas (CURATOLO et al., 1993; LUBZENS et al.,
1995; CORDERO ESQUIVEL & VOLTOLINA LOBINA, 1996; PAPANDROULAKIS et al.,
1996; ALBENTOSA et al, 1997; NAVARRO & SARASQUETE, 1998; KNAUER &
SOUTHGATE, 1999; HEASMAN et al., 2000; SOUZA et al., 2000; CANAVATE &
FERNANDES-DIAZ, 2001; HEASMAN et al., 2001; BROWN & ROBERT, 2002; SOUZA et
al., 2002).

Alguns autores obtiveram resultados positivos na substituigdo do alimento vivo, mas
mesmo assim, conforme relatado por COUTTEAU & SORGELOQOS (1992), laboratorios de
producao de organismos marinhos em todo o mundo tém testado e descartado substitutos
para o cultivo fresco de microalga.

Dentre as diversas fontes de alimento alternativas desenvolvidas, os concentrados
de microalgas, como a pasta, apresentaram os melhores resultados na substituigdo total
ou parcial da fonte de alimento tradicional (PONIS et al., 2003).

Estudos demonstraram que, a combinacdo de pastas de duas microalgas pode
sustentar o crescimento e sobrevivéncia de larvas e juvenis de bivalves com taxas
similares as obtidas utilizando-se alimento vivo (NELL & O’'CONNOR, 1991; HEASMAN et
al., 2001).

Diversos autores (MOLINA GRIMA et al., 1994; O’'CONNOR & HEASMAN, 1997;
McCAUSLAND et al., 1999; HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001; ROBERT et
al, 2001; BROWN & ROBERT, 2002; COUTTEAU & SORGELOOQOS, 1992) relataram que
em alguns casos a pasta de microalga ainda n&o pode substituir integralmente o alimento
tradicional em laboratérios de produgdo de formas jovens de moluscos, mas pode ser
utilizada como dieta suplementar em conjunto com cultivo fresco (dieta mista) em todas as
etapas da producao.

Nesse contexto, a exploragdo da produgédo sazonal de microalga para produgao de
concentrados de microalgas, como a pasta, seria benéfica para substituir o alimento vivo
caso a produgdo de microalgas seja interrompida por alguma razao (HOLLIDAY et al.,

1991), promovendo, assim, maior seguranga ao setor de microalgas em "hatcheries”.



A pasta tem sido utilizada em outras opg¢des de cultivo de moluscos bivalves, como
no assentamento remoto de Crasssofrea gigas na costa oeste dos Estados Unidos,
principal regido produtora do pais. Essa técnica desenvolvida por JONES & JONES (1988)
promove maior fluidez no sistema produtivo de moluscos, ja que ndo ha necessidade de
manutencao dos animais em condi¢des de laboratério até a fase de semente.

O uso da pasta de microalga também se torna importante para subsidiar o
balanceamento adequado dos nutrientes essenciais na dieta dos animais cultivados, em
casos em que os laboratoérios nao tém condigdes de realizar produgéo diversificada.

Um outro exemplo de aplicacdo citado por GALVAO et al. (1996), relata que a
espécie Nannochloropsis oculata perde suas qualidades nutricionais quando cultivada em
temperaturas acima de 28°C, pois a biossintese do acido graxo essencial EPA é
prejudicada. O efeito da temperatura no metabolismo das microalgas € um dos fatores
ambientais que mais influenciam na composicdo bioquimica dessas (HU, 2004; ARAUJO
& GARCIA, 2005). A pasta de microalgas de espécies que se comportam de forma
semelhante a N. oculata pode ser produzida no inverno (periodo de entre safra) e
estocada para ser fornecida no verao.

A pasta de microalgas pode ser ainda utilizada como alimento em aquarios que
contém moluscos bivalves, artémias, anémonas e corais (REEF CENTRAL, 2005); na
alimentagdo de camardes (SOUZA et al.,, 2000; SOUZA et al., 2002); peixes
(PAPANDROULAKIS et al., 1996; NAVARRO & SARASQUETE, 1998; CANAVATE &
FERNANDES-DIAZ, 2001); rotiferos (LUBZENS et al., 1995); bio-ensaios e pesquisas
onde existe a dificuldade de obtencao de cultivo fresco.

O sucesso da utilizacdo de concentrados na substituicdo do alimento fresco
depende das espécies de microalgas a serem trabalhadas, da forma de obtencdo e
estocagem da pasta e, principalmente, da qualidade do cultivo fresco a ser concentrado e
do animal a ser alimentado.

O potencial de uma microalga a ser utilizada para a produgéo de pasta varia entre
as espécies e depende muito, da sua resisténcia ao processo de concentragdo e
armazenamento (HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001). Dentre as espécies
mais utilizadas para produgao de concentrados podemos citar as do género Tetraselmis
sp., Chaetoceros sp., Skeletonema sp., Thalassiosira sp. (WIKFORS et al., 1996; DUERR



et al., 1998; HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001; ROBERT, et al., 2001;
MONTAINI et al., 1995). Ja as espécies flageladas Isochrysis sp. e Pavlova lutheri , por
serem muito delicadas, sdo facilmente danificadas e deterioram rapidamente (NELL &
O’CONNOR, 1991; McCAUSLAND et al., 1999; HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al.,
2001; BROWN & ROBERT, 2002).

O concentrado de microalgas pode ser obtido por meio de diversos processos
como: floculagdo quimica, eletrofloculacdo, sedimentacdo, decantacdo, filtracdo,
centrifugacdo (HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001) ou ainda, através da
combinagao entre estes (PONIS et al., 2003).

O método de centrifugacado, além de ser o mais viavel, é o que tem apresentado os
melhores resultados para a obteng¢ao de grande biomassa visando a produgao de pasta de
alga (MONTAINI et al., 1995; GALVAO et al., 1996; MCCAUSLAND et al., 1999;
HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001; ROBERT et al., 2001). Este processo
ainda possibilita melhorar a qualidade da pasta, através da diminuicdo das bactérias
agregadas as células e em suspensdao, no meio de cultivo (VIEIRA, 1975; NELL &
O’CONNOR, 1991; HEASMAN et al., 2000).

Varios métodos tém sido aplicados na preservagao e armazenamento das células
concentradas. Dentre os principais estdo os de liofilizacdo (CORDERO ESQUIVEL &
VOLTOLINA LOBINA, 1996; ALBENTOSA et al., 1997), de secagem na forma de po6
(CURATOLO et al., 1993), de congelamento (LUBZENS et al., 1995; GALVAO et al., 1996;
PAPANDROULAKIS et al, 1996; CORDERO, & VOLTOLINA, 1997) e ainda, de
refrigeracao (NELL & O’CONNOR, 1991; MONTAINI et al., 1995; HEASMAN et al., 2000;
HEASMAN et al., 2001).

A baixa temperatura é uma técnica muito utilizada na conservagao de alimentos
(McCAUSLAND et al., 1999). Ela promove a diminuicdo do metabolismo das células e a
reducdo da velocidade dos processos que ocorrem pés-morte, incluindo a desnaturagao
oxidativa de vitaminas essenciais e de acidos graxos poliinsaturados, a autdlise e a
degradacgao microbiana (HEASMAN et al., 2000). A respiragdo celular ainda causa uma
rapida degradagao dos carboidratos (BEARDALL et al., 1994 apud BRONW & ROBERT
2002).



Segundo MONTAINI et al. (1995), o armazenamento da pasta no escuro contribui
para evitar a oxidagao lipidica e, o tipo de vedacgao dos recipientes influencia diretamente
na qualidade. Culturas estocadas hermeticamente vedadas perderam sua viabilidade mais
rapidamente que aquelas mantidas com tampdes de algodao, sugerindo que a formagao
de oxigénio ou a acumulagao de metabdlitos gasosos (como exemplo CO0;z), ou ambos,
influenciaram na qualidade da pasta. Quanto maior a concentracdo celular maior a
influéncia do tipo de vedagao (MONTAINI et al. 1995).

Trabalhos de varios autores tém demonstrado que a utilizagao de aditivos melhora
significativamente a qualidade das pastas de microalgas (MOLINA GRIMA et al. 1994;
CORDERO, & VOLTOLINA, 1997; HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001;
TZOVENIS et al., 2004). Substancias aditivas s&o utilizadas na industria alimenticia para
aumentar o tempo de prateleira dos alimentos. Sao classificadas de acordo com o seu
modo de acgao. Entre os tipos de aditivos pode-se destacar os antioxidantes (como o acido
ascorbico), os acidos alimentares (como o acido citrico), crioprotetores (como o glicerol e o
proplileno glicol) e vitaminas. Antioxidantes agem prevenindo a oxidagdo de substancias
lipidicas, entre elas os importantes acidos graxos poliinsaturados. Ja os &cidos
alimentares agem abaixando o pH e inibindo o crescimento de outros microrganismos
contaminantes. Os crioprotetores previnem danos a integridade das membranas celulares
(quando congeladas) causados pela formacgao de cristais de gelo intracelulares.

Durante o processo de produgao e armazenamento deve-se buscar a manutengao
das qualidades nutricionais das algas. Esta deve manter-se atrativa e palatavel, além de
estar ainda viavel quando re-suspendida em agua do mar e disponivel para que o animal
possa captura-la, ingeri-la e digeri-la (HEASMAN et al, 2000; HEASMAN et al, 2001).
Todas essas caracteristicas e preocupacdes sido importantes uma vez que a nutricao
adequada dos organismos cultivados nas diferentes etapas de produgado € um fator que
influencia diretamente no desenvolvimento e resisténcia ao estresse durante a sua
manipulagéo.

Assim, torna-se necessario a realizacao de testes de qualidade da pasta, a fim de
garantir que o método de processamento (concentragdo), a técnica e o tempo de

armazenamento sejam adequados a cada espécie.



Na avaliacdo da qualidade e do tempo de armazenamento da pasta de microalgas
sdo utilizados diferentes critérios. Segundo os autores MOLINA GRIMA et al. (1994);
HEASMAN et al. (2000); HEASMAN et al. (2001), uma metodologia eficiente e simples de
avaliacao do tempo de viabilidade das células € o padrao de coloracido ao corante Azul de
Evan’s. Sua acao é a de fixar a matéria organica em decomposi¢ao, dentro e em torno da
célula, na cor azul escuro. As células vivas intactas ndo se coram, pois a membrana
celular repele o corante.

A curva de crescimento das microalgas concentradas também pode ser utilizada na
avaliagao da qualidade da pasta. Por meio de acompanhamento desta, pode-se calcular a
densidade celular maxima (DCM) (GUILLARD, 1973). Com a diminuicdo da taxa desse
parametro, diminui também, a qualidade do concentrado. Além dos critérios citados acima,
parametros como odor, contaminagao bacteriana (microbiologia), pH, comportamento ao
ser re-suspendida, exame de integridade fisica e formacgao de agregado de células mortas,
também s&o usados para avaliar a qualidade da pasta (HEASMAN et al., 2000; HEASMAN
et al., 2001).

No Brasil, at¢ o momento, a unica forma de obtengdo de pasta é através de
importacdo. As empresas produtoras ndo fornecem informagdes sobre os métodos de
producdo e hoje, com o crescimento da aquicultura brasileira, estdo surgindo
necessidades de novos produtos e por isto a importancia deste estudo.

Tendo em vista as diversas utilizagbes da pasta de microalgas dentro do processo
produtivo de organismos aquaticos, o objetivo deste trabalho foi definir uma metodologia
de producao e armazenamento de pasta para, posteriormente produzi-la nas condi¢cdes do
Laboratorio de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LMM-
UFSC). Durante cerca de um ano, foram realizados diferentes experimentos buscando a
padronizagdao dos métodos referentes a produgdo e manutencdo da qualidade do
concentrado de microalgas. As etapas estudadas para definicdo da metodologia
consistiram em ensaios com diferentes espécies de microalgas testando velocidades de
centrifugacgéo, fluxos de alimentagdo da centrifuga, taxas de reten¢ao das células durante
a centrifugacédo, armazenamento da pasta com diferentes concentragdes, uso de aditivos

e formas de avaliagdo da qualidade do concentrado. Nesse sentido, os estudos foram



realizados visando um produto que n&o perca a qualidade durante o processo de

producdo e armazenamento.
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Abstract - The present study aimed at defining a methodology to produce and store microalgae
paste. Microalgae were cultured in 500-I| fiberglass tanks, under temperature of 20 + 2°C, Guillard
F/2 culture medium, and continuous light intensity of 203-234 pymol photons m? s™'. Cultures were
centrifuged at 2,800 rpm at the exponential phase. Microalgae cell quality after centrifugation and
during storage was determined by analyses with Evan’s blue and by counting the number of total
marine bacteria. Treatments with and without additive were applied to the microalgae paste
produced, which was distributed into 100-ml plastic containers, capped and stored under
refrigeration at 4 + 1 °C. Results indicated that in the Chaetoceros muelleri paste centrifugation did
not damage the cells and the number of total marine bacteria reduced significantly from 2.9 x 10° to
8.3 x 10° CFU ml™". C. muelleri and C. calcitrans pastes stored with addition of 0.1% ascorbic acid
had a shelf life of less than 2 weeks. For the treatment without additive, results with Evan’s blue
dye showed that cells (99%) remained viable until the sixth, seventh and eighth week of storage for
C. muelleri, Skeletonema sp. and C. calcitrans, respectively. The number of bacteria did not
increase during storage for C. calcitrans and Skeletonema (p>0.05). For C. muelleri an increase of
bacteria (p<0.05) was observed from the sixth week of storage on. This study demonstrated the
feasibility to produce and store microalgae paste for a period of 6 to 8 weeks, which allows it to be
used as food source and also optimizes the use of microalgae cultured in laboratory.
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1. INTRODUCAO

Na aquicultura, as microalgas séo utilizadas, na forma fresca, como dieta tradicional
para diversos organismos aquaticos cultivados, sendo primordial a obtencéo diversificada
de grande biomassa de alta qualidade nutricional.

Sua produgdo € um dos pontos criticos em muitas “hatcheries” pois envolvem
diversos fatores de risco que tornam o setor altamente susceptivel (Okauchi, 1991; Molina
Grima et al., 1994; Duerr et al., 1998) além de representar, em alguns casos, mais da
metade dos custos totais na produgcado dos animais cultivados (Laing & Helm, 1981; Fulks
& Main, 1991; Benemann, 1992; Coutteau & Sorgeloos, 1992; Borowitzka, 1997; Canéavate
& Fernandes-Diaz, 2001). Estas questdes tém incentivado, nas ultimas décadas, muitas
pesquisas enfocando o desenvolvimento de fontes de alimento alternativas as microalgas
vivas (cultivos frescos), como por exemplo: dieta formulada micro-particulada (Amjad &
Jones, 1992), alimentos inertes microencapsulados (Numaguchi & Nell, 1991; Medina-
Reyna et al.,, 2005), emulsdes lipidicas (Coutteau et al., 1996), leveduras (Nell et al.,
1996), bactérias (Douillet, 1993, Douillet & Langdon, 1993) e concentrados de microalgas
preservados por diversas técnicas (Curatolo et al., 1993; Cordero Esquivel & Voltolina
Lobina, 1996; Papandroulakis et al., 1996; Albentosa et al., 1997; Knauer & Southgate,
1999; Brown & Robert, 2002).

Dentre as diversas fontes de alimento alternativas, os concentrados de microalgas,
como a pasta, apresentaram resultados promissores na substituicao total ou parcial (dieta
mista) da fonte de alimento tradicional. Exemplos de utilizagdo foram descritos para
moluscos (Jones & Jones, 1988; Nell & O’connor, 1991; Coutteau & Sorgeloos, 1992;
O’Connor & Heasman, 1997; McCausland et al., 1999; Knauer & Southgate, 1999; Ponis
et al., 2003), camardes (Souza et al., 2000; Souza et al., 2002), peixes (Papandroulakis et
al.,, 1996; Navarro & Sarasquete, 1998; Cafavate & Fernandes-Diaz, 2001), rotiferos
(Lubzens et al.,, 1995), aquarios que contém moluscos bivalves, corais, artémias e

anémonas (Reef Central, 2005).

O potencial de uma microalga a ser utilizada para a produgéo de pasta varia entre

especies e depende muito da sua resisténcia ao processo de concentragdo e
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armazenamento (Heasman et al., 2000). O concentrado pode ser obtido por diferentes
métodos, sendo o processo de centrifugacdo o citado apresentando bons resultados
(Montaini et al., 1995; McCausland et al., 1999; Robert et al., 2001; Heasman et al., 2001).

Na preservacdo da qualidade das células concentradas durante o armazenamento,
varios métodos tém sido utilizados. Dentre os principais estdo a aplicacdo de aditivos
(Molina Grima et al. 1994; Heasman et al., 2000; Tzovenis et al., 2004), a liofilizagcao
(Cordero Esquivel & Voltolina Lobina, 1996; Albentosa et al., 1997), a secagem na forma
de p6 (Curatolo et al., 1993), o congelamento (Lubzens et al., 1995; Papandroulakis et al.,
1996; Cordero & Voltolina, 1997) e a refrigeracdo (Nell & O’connor, 1991; Montaini et al.,
1995; McCausland et al., 1999; Heasman et al., 2001).

Tendo em vista as diversas utilizacbes da pasta de microalgas dentro do processo
produtivo de organismos aquaticos, o objetivo deste trabalho foi definir uma metodologia
de produgao e armazenamento de pasta para posteriormente produzi-la nas condi¢des do
Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LMM-
UFSC).

2. MATERIAL E METODOS

Durante cerca de um ano, foram realizados diferentes experimentos buscando a
padronizagdao dos métodos referentes a produgdo e manutencdo da qualidade do
concentrado de microalgas. As etapas estudadas para definicdo da metodologia
consistiram em ensaios com diferentes espécies de microalgas testando velocidades de
centrifugacgéo, fluxos de alimentagdo da centrifuga, taxas de reten¢ao das células durante
a centrifugacédo, armazenamento da pasta com diferentes concentragdes, uso de aditivos
e formas de avaliagdo da qualidade do concentrado. Nesse sentido, os estudos foram
realizados visando um produto que n&o perca a qualidade durante o processo de

produgdo e armazenamento.
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2.1. Espécies utilizadas

As espécies de microalgas utilizadas na produgdo de pasta foram obtidas do
estoque de cepas do Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa
Catarina. As microalgas foram as diatomaceas: Chaetoceros muelleri (CCMP 1316),
Skeletonema sp. (CCMP 795) e Chaetoceros calcitrans (CCMP 1315).

2.2. Cultivo das microalgas

As espécies foram cultivadas utilizando o método padrao “batch” (Coutteau, 1996
citado por Silva et al., 2004). Inéculos em fase exponencial (90L) foram adicionados a
tubos verticais de fibra de vidro com capacidade de 500L contendo agua do mar (35-36%o)
filtrada (1 um), esterilizada (UV + 25 ppm de cloro) e enriquecida com meio de cultura
Guillard f/2, modificado com relacdo ao silicato sédio adicionado (Silva et al., 2004). As
microalgas cresceram sob condi¢gdes controladas de temperatura (20+2°C), iluminagao
continua (203-234 umol photons m s'1) e adigao de 0,5% de CO; no total da aeracao

fornecida, mantendo o pH na faixa de 7,2 a 8,5.

2.3. Processo de concentragdo das células e técnicas de preservagado (armazenamento)

Os cultivos frescos ao atingirem a fase exponencial foram quantificados (COULTER
Z1) e centrifugados. Para a produgao de pasta foi utilizada a centrifuga marca LAVIN,
modelo 12-413V. A velocidade adotada foi de 2.800 rpm, com fluxo de alimentagao de
130 L h™, ajustado para obter em média 80% de retencdo das células. O volume
centrifugado para cada espécie trabalhada foi de 2.000 litros.

Ao final do processo de centrifugagao foram diluidas amostras da pasta produzida
para determinacao da concentracdo (COULTER Z1). A pasta produzida foi armazenada
sem adicdo de aditivos e, no caso da C. muelleri e C. calcitrans a pasta também foi
armazenada com a adicdo de solugdo do aditivo acido ascérbico (0,1%), quantidade
suficiente para o pH atingir de 4-4,5.

Potes plasticos de 100 mL, vedados com tampa, contendo as pastas produzidas,
foram mantidos no escuro sob refrigeragcdo a 4+1°C, em geladeira comum (BOSCH -

RD38). Para cada espécie de microalga foram armazenados 24 frascos que foram
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analisados em triplicata, semanalmente, por periodo de até 8 semanas. O pH da pasta

com aditivo foi mantido na faixa de 5,0+0,7 e na pasta sem aditivo, em torno de 7,0+0,7.

2.4. Avaliagcéo da qualidade da pasta
Para verificar a integridade das células de microalgas apdés a centrifugacédo e a

qualidade das células durante o armazenamento, foram realizadas analises de qualidade

no cultivo fresco, na pasta recém produzida e, semanalmente, na pasta armazenada.

Esses dados foram utilizados para determinar o periodo ideal de armazenamento (tempo

de prateleira).

As amostras para analise foram preparadas re-suspendendo uma quantidade de
pasta de microalga em agua do mar estéril numa concentragdo semelhante ao do cultivo
fresco que foi utilizado para produzir a mesma.

Os parametros de avaliacédo da qualidade da pasta utilizados foram:

- Viabilidade das células, avaliada pela resposta do corante Azul de Evan (Heasman et al.,
2000). Para cada repeticdo foi realizada trés analises, totalizando 9 amostragens
semanais.

- Variagdo do numero de bactérias marinhas totais. As amostras foram semeadas em
placas de Pétri contendo meio Agar marinho (Marine Agar 2216 DIFCO). As placas
foram incubadas no escuro a 25°C e apos 72 h foi contado o nimero de UFC mL™
de cada amostra.

- Densidade celular maxima (DCM) (GUILLARD, 1973), obtida através de
acompanhamento das curvas de crescimento, avaliada para Chaetoceros muelleri.
Paralelamente, foi observada a caracteristica organoléptica odor (classificado em

escalas crescentes, onde “0” representava uma aparéncia normal fresca e “3” indicava

células em decomposigcdo, apresentando cheiro extremamente ofensivo), o aspecto
morfoldgico das células (avaliado se houve formacéo de agregado celular ou ndo) e, como

a pasta se comportava em termos de facilidade ao ser re-suspendida e formacao ou nao

de grumos.
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2.5. Analise estatistica

Os dados relativos a densidade celular maxima (referentes somente a C. muelleri),
a variagdo do numero de bactérias marinhas durante o processo de centrifugacdo e no
armazenamento, foram analisados através de ANOVA. Os valores de UFC mL™" foram
transformados para escala logaritima . A comparagdo semanal entre a média dos dados
foi realizada através do método dos contrastes. Todas as analises foram realizadas com o

programa SAS (versao 2002).

3. RESULTADOS

3.1. Processo de concentragdo das células

O volume de pasta produzido durante a realizagcdo de cada processo com as
diferentes espécies foi de 4L. As concentracbes da pasta obtidas para as espécies de
microalgas Chaetoceros muelleri, C. calcitrans e Skeletonema sp. foram de 20,8; 14,0 e
4,16 células x 10® mL™ , respectivamente.

Ao analisar as curvas de crescimento da microalga C. muelleri no cultivo fresco
utilizado na produgéo da pasta e na pasta recém produzida (Figura 1) verificamos que nao
houve diferenca significativa entre as densidades celulares maximas obtidas.

Com a centrifugacédo (Figura 2) observamos que houve redugao significativa no
numero de bactérias marinhas totais na pasta produzida da espécie Chaetoceros muelleri.
A quantidade de bactérias variou de 2,9 x 10° UFC mL™ no cultivo fresco para 8,3 x 10°
UFC mL™ . Nas espécies Skeletonema sp. e Chaetoceros calcitrans este efeito néo foi
observado (Figura 2).

Na avaliagdo dos danos causados as células pela centrifugagao (Figura 3), através
da resposta ao corante Azul de Evan, observamos que menos de 1% das células sofreram

injuria durante a centrifugacéo, para todas as espécies trabalhadas.
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Figura 1- Densidade celular maxima de Chaetoceros muelleri obtida através da curva de
crescimento da microalga do cultivo fresco e da pasta recém produzida. n = 3 para cada

tratamento. Os resultados nao diferiram significativamente (p > 0,05).
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Figura 2 - Quantidade de bactérias marinhas totais presentes no cultivo fresco e na pasta recém
produzida das espécies de Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans e
Skeletonema sp. n = 6 para cada espécie. Dados com a mesma letra nao diferiram
significativamente quando comparados os resultados separadamente, para cada uma
das espécies (p > 0,05).
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Figura 3 - Influéncia da centrifugacao sobre a taxa de viabilidade das células (azul de Evan) das
microalgas Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans e Skeletonema sp. n = 9 para

cada tratamento.

3.2. Avaliagédo da qualidade da pasta armazenada

As pastas das microalgas armazenadas com 0,1% do aditivo Vitamina C (C.
muelleri e C. calcitrans) apresentaram tempo de prateleira inferior a 2 semanas, fase em
que ocorreu um decréscimo abrupto da porcentagem de células viaveis (Figura4 - Ae B) .
Com base nestes resultados n&o foi aplicado aditivo na microalga Skeletonema sp.

As respostas obtidas com as pastas armazenadas sem aditivo foram positivas. Os
resultados com o corante Azul de Evan indicaram que as células permaneceram viaveis
(mais de 99%) até a sexta semana para a espécie C. muelleri, sétima para a espécie
Skeletonema sp. e oitava semana para a microalga C. calcitrans, como pode ser
visualizado na Figura 4. Ao longo deste periodo, os concentrados apresentaram uma facil
re-suspencao quando diluidos em agua do mar, sem formacao de grumos nessa etapa.

N&o houve diferenga estatistica no incremento do numero de bactérias durante o
armazenamento das pastas sem aditivo ao longo do experimento para as espécies C.

calcitrans e Skeletonema sp.. No caso da C. muelleri, foi observado aumento significativo
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no niimero de bactérias a partir da sexta semana. Esta variou de 8,3 x 10° UFC mL™" para
14 x 10° UFC mL™ (Figura 5).

Na pasta da microalga C. muelleri ndo foi observada a formacéo de aglomerado
celular em nenhuma etapa do processo. No entanto, foi detectada deformagao de algumas
células, as quais apresentaram formato mais alongado e afinado, com seu conteudo
celular deslocado para um dos lados da célula. Quando avaliadas as espécies C.
calcitrans e Skeletonema sp., tanto na pasta recém produzida, quanto na armazenada,
observou-se grande quantidade de células aglomeradas e em cadeias durante o periodo
de armazenamento.

A partir da segunda semana de armazenamento, o odor da pasta da microalga C.
calcitrans apresentou um padrdo definido como extremamente ofensivo, enquanto na
pasta da Skeletonema sp., este efeito foi percebido na quarta semana. A pasta da espécie
C. muelleri apresentou esse odor mais intenso a partir da sétima semana.

Na sexta semana, a curva de crescimento de Chaetoceros muelleri apresentou a
menor DCM obtida entre as curvas analisadas ao longo do periodo de armazenamento
(p<0,05). A partir da sétima semana, houve dificuldade em realizar a curva de
crescimento. Durante as semanas anteriores nao foi observada diferenca significativa na

DCM das pastas armazenadas (Figura 6).
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Figura 4 - Influéncia do armazenamento sobre a taxa de viabilidade das células da pasta das

microalgas: A) Chaetoceros muelleri; B) Chaetoceros calcitrans; C) Skeletonema sp.
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Figura 5 - Quantidade de bactérias marinhas totais detectadas na pasta armazenada das espécies:
A) Chaetoceros muelleri; B) Chaetoceros calcitrans; C) Skeletonema sp. n = 6 para
cada tratamento. Dados com * e ** diferiram significativamente quando comparados
com seus resultados para o tempo inicial do experimento, em seus respectivos

tratamentos (p>0,05).
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Figura 6 - Densidades celulares maximas da microalga Chaetoceros muelleri, obtidas através das
curvas de crescimento a partir de amostras das pasta armazenadas. n = 3 para cada
tratamento. O dado com * diferiu significativamente quando comparado com o resultado

para o tempo inicial do experimento (p>0,05).

4. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou a viabilidade de producgao, pelo método de centrifugagéo,
de pasta das microalgas Chaetoceros muelleri, C. calcitrans e Skeletonema sp. Os
concentrados produzidos permaneceram com suas celulas viaveis por um periodo de 6 a
8 semanas quando estocados sob refrigeragao.

O método de centrifugagao € o mais citado (MONTAINI et al., 1995; MCCAUSLAND
et al., 1999; ROBERT et al., 2001) e o que apresenta os melhores resultados para a
obtengao de grande biomassa de microalgas, sendo utilizado por empresas produtoras de
pasta de microalgas comercial (Instant Algae, 2005). Sabe-se que nédo é somente o

método, nem a espécie de microalga que influencia no resultado, mas, também a
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qualidade das células e do cultivo fresco a ser concentrado. Deve-se buscar obter cultivos
com parametros microbiolégicos adequados, além do que as células devem manter suas
caracteristicas morfoldgicas, ndo indicando nenhum tipo de estresse fisioldgico.

As espécies de microalgas utilizadas no desenvolvimento deste trabalho resistiram
ao processo de concentragao por centrifugacdo. Os resultados deste trabalho mostraram
viabilidade de 99% das células, o que é superior as obtidas por Heasman et al. (2001),
trabalhando em condi¢coes semelhantes as deste estudo, em diferentes ensaios realizados
com a microalga C. muelleri, onde foram alcangados valores maximos de viabilidade de
88%.

Segundo Lee & Shen (2004) o processo de centrifugacéo pode reduzir o numero de
bactérias marinhas totais presentes nos cultivos de microalgas, melhorando assim a
qualidade do concentrado. Neste estudo, foi observada redugéao significativa no numero de
bactérias para a espécie C. muelleri (Figura 2). Para as outras espécies o processo de
centrifugagcé&o n&o resultou no decréscimo do numero de bactérias presentes. No entanto,
€ interessante reforcar, que o cultivo fresco e a pasta produzida apresentaram numero de
bactérias na faixa de 10°-10° UFC mL", valores citados na literatura para culturas de
microalgas (Lodeiros, 1988; Sugumar et al., 1998; De Bem, 1999; Pereira, 2000).

De acordo com os resultados de viabilidade das células (Figura 3) as pastas
produzidas com aditivo Vitamina C, apresentaram tempo de armazenamento inferior
quando comparado com as armazenadas sem aditivo. Alguns autores tém demonstrado
que a utilizacdo de aditivos pode melhorar a qualidade das pastas de microalgas
(HEASMAN et al., 2000; HEASMAN et al., 2001), no entanto, isso n&o foi observado neste
trabalho. Durante a realizagdo dos testes preliminares para definir a metodologia de
producao descrita neste trabalho, foram testados os aditivos: acido ascérbico (vitamina C)
e acido citrico. Conforme recomendado por Heasman et al. (2000) e Heasman et al.
(2001), inicialmente utilizamos a vitamina C na concentragdo de 1% juntamente com o
acido citrico, até o pH atingir entre 4 e 4,5.

Ao trabalhar com a aplicacao desses aditivos isoladamente, ou em combinacéo, os
tratamentos com &cido citrico apresentaram-se letais nos primeiros dias. Por essa razao,
optou-se por nao utiliza-lo, visto que o beneficio que ele proporciona diminuindo o pH

também foi observado na vitamina C. Devido a esta caracteristica, somada a sua agao
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preventiva na oxidagao dos acidos graxos, foi escolhido o acido ascérbico como o unico
aditivo a ser utilizado nos experimentos deste trabalho.

Para trabalharmos dentro da faixa de pH indicada pelos autores citados acima que
trabalharam nas mesmas condigdes, foi aplicada a vitamina C na concentragao de 0,1%,
quantidade suficiente para o pH atingir entre 4 e 4,5 no momento do armazenamento.
Mesmo trabalhando com baixa concentragdo de aditivo (0,1%), os resultados obtidos
foram negativos, ocorrendo perda total das células na segunda semana do experimento.
Durante o armazenamento, o pH da pasta com aditivo esteve na faixa de 5,010,7
enquanto que o da pasta mantida sem aditivo ficou em torno de 7,0+0,7. O fato do pH da
pasta com aditivo estar fora da faixa ideal citada pela literatura (Bourne et al., 1989,
Coutteau, 1996) pode ter influenciado na qualidade das células.

A maioria dos trabalhos publicados avalia a qualidade da pasta indiretamente
através da resposta ao crescimento e sobrevivéncia de formas jovens de animais
alimentados. Neste estudo, avaliamos a qualidade da pasta pela sua resisténcia a
centrifugagéo e posterior armazenamento a 4°C.

As respostas obtidas neste trabalho com as pastas armazenadas sem aditivo
alcangaram valores de viabilidade das células acima de 95% para todas as espécies
utilizadas, durante 6 a 8 semanas. Trabalhando também sem aditivo, Heasman et al.
(2001) obtiveram para a microalga do género Skelefonema uma viabilidade maxima de
85% das células apdés 8 semanas de armazenamento, ja com a espécie Chaetoceros
calcitrans, neste mesmo periodo, foi observado uma viabilidade maxima de 60% quando
analisado a resposta ao corante Azul de Evan. No caso do C. muelleri, os autores citados
conseguiram uma viabilidade das células de apenas 14% apos duas semanas de
armazenamento. Os resultados de melhor viabilidade obtidos no presente estudo indicam
que, além da espécie trabalhada, alguns fatores como estado fisiolégico das microalgas,
cuidados na manipulagdo e na realizagdo dos cultivos, além da metodologia aplicada
durante a centrifugagéo, podem interferir no resultado final.

Embora em geral, os resultados deste estudo tenham sido melhores do que os de
Heasman et al. (2000) também, neste trabalho, o menor tempo de prateleira obtido foi com
a espécie C. muelleri. As alteragdes da morfologia celular, observadas para esta espécie

durante o armazenamento, ndo foram observadas nas outras espécies trabalhadas. Isto,
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somado aos outros resultados, indica que as espécies C. calcitrans e Skeletonema sp. séo
mais resistentes.

Um dos fatores que pode levar a degradagdo da qualidade da pasta € a oxidagao
dos acidos graxos, principalmente dos polinsaturados. Embora as pastas tenham sido
mantidas em baixa temperatura e no escuro, fato que diminui a oxidacdo desses
compostos (MONTAINI et al., 1995; McCAUSLAND et al., 1999; HEASMAN et al., 2000),
para uma avaliacdo mais precisa da qualidade do concentrado, além das analises
realizadas, seria importante avaliar suas propriedades bioquimicas durante o

armazenamento, como formas de garantir a qualidade nutricional do produto produzido.

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados de viabilidade das células e presenca de bactérias ao
longo do experimento, podemos definir que, nas condi¢gdes experimentais apresentadas,
as pastas das microalgas marinhas quando concentradas através da centrifugacao e
estocadas sem a adicdo de aditivos, no escuro, sob refrigeragcdo a 4+1°C, podem ser
armazenadas por periodo de 6, 7 e 8 semanas para as espécies C. muelleri, Skeletonema
sp. e C. calcitrans, respectivamente.

A definicdo dessa metodologia de produgcdo e armazenamento da pasta contribui
para otimizar o potencial produtivo do Laboratério de Moluscos Marinhos da Universidade
Federal de Santa Catarina (LMM-UFSC) e também, fornece subsidios para introduzir no

mercado brasileiro um novo e promissor produto.
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