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RESUMO

BARROS, K. K. S. Produc¢do de biomassa de Arthrospira platensis (Spirulina
platensis) para alimentagdo humana. 2010. 111 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos), Universidade Federal da Paraiba.

A microalga Spirulina platensis tem sido objeto de estudo por apresentar elevado valor
protéico (50-70 % de seu peso), aminoacidos essenciais, vitaminas (especialmente B12), sais
minerais, além de pigmentos (carotendides, ficocianinas e clorofilas), acidos graxos
poliinsaturados, incluindo os acidos graxos 0mega-3 e outros compostos biologicamente
ativos. A presente pesquisa teve como objetivo elaborar um produto alimenticio do tipo
macarrdo enriquecido com biomassa de S. platensis, destinado ao consumo humano, com
estabilidade microbioldgica e caracteristicas nutricionais e organolépticas satisfatorias. Para a
elaboracdo do macarrdo foram realizados testes para obtencéo de biomassa cultivada em duas
situacOes: fotobiorreator e tanque; sendo estas colhidas em fase de crescimento exponencial
ou estacionaria e secas em liofilizador ou secador adiabatico. Apo6s analise das biomassas
produzidas, utilizou-se a biomassa cultivada em tanque, colhida na fase de crescimento
exponencial e seca em secador adiabatico para a elaboracdo do macarrdo em trés
concentragbes: 5, 10 e 15 9%. Foram realizadas andlises quanto aos parametros
microbioldgicos e fisico-quimicos da biomassa de S. platensis e do macarrdo. O macarrao
elaborado foi avaliado sensorialmente por um painel de 58 provadores ndo treinados que
realizaram testes sensoriais de aceitacdo e intencdo de compra para selecdo da melhor
formulagdo. Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas da biomassa cultivada nas trés
situacGes demonstraram que ndo ha diferenca significativa entre a composi¢do centesimal da
S. platensis para os teores de proteinas, lipidios, carboidratos e calorias, cultivada em
fotobiorreator e em tanque ou quando a biomassa produzida era seca em liofilizador ou estufa.
Para a biomassa colhida na fase exponencial de crescimento ou na estacionaria, quanto a
composicao centesimal, demonstrou-se que ocorre um aumento do percentual de carboidratos,
lipideos e residuo mineral fixo e diminuicdo de proteina e calorias quando a cianobactéria se
encontra na fase estacionaria. Com base nos resultados da analise da composicao centesimal
do macarrdo foi possivel observar que o aumento da concentracdo de S. platensis nas
formulac@es resultou em aumento no teor de proteinas e minerais, e consequente aumento do
valor nutricional. De acordo com os resultados da avaliacdo sensorial, 0os produtos tiveram
uma boa aceitacdo, apresentando a formulacdo com 5,0 % de S. platensis o escore de “gostei
ligeiramente”, o mesmo também foi obtido pela que continha 15,0% e a formulagdo com
10,0% apresentou o escore de “gostei moderadamente”. O maior percentual de avaliagdo
global foi apresentado pelo macarréo enriquecido com 10,0% de S. platensis obtendo 93,10%
de avaliagdes positivas. Logo, é possivel o desenvolvimento de produtos alimenticios, como o
macarrdo adicionado de biomassa de S. platensis, tornando-se, mais uma alternativa alimentar
com melhores caracteristicas nutricionais e podendo promover beneficios a saude do
consumidor.

Palavras-chave: Spirulina platensis, macarréo, avaliagcdo sensorial.



ABSTRACT

BARROS, K. K. S. Production of Arthrospira platensis (Spirulina platensis) biomass for
human consumption. 2010. 111p. Dissertation (Master of Science in Food Technology),
Federal University of Paraiba.

The Spirulina platensis has been studied by presenting high protein content (50 — 70%
of its weight), essential amino acids, vitamins (especially B12), minerals, and pigments
(carotenoids, phycocyanin and chlorophyll), polyunsaturated fatty acids, including omega-3
fatty acids and other biologically active compounds. The objective of the present study was to
develop a food product like macaroni fortified with S. platensis biomass for human
consumption, with microbiological stability and satisfactory organoleptic and nutritional
characteristics. To prepare the macaroni, tests were made to obtain biomass in two situations:
photobioreactor and tank cultivation; being these harvested in exponential growth and
stationary phase and dry in freeze dryer and adiabatic dryer. After considering the produced
biomasses, the biomass cultivated in tank and harvested in the exponential growth phase and
dried in the adiabatic dryer was used to elaborate the macaroni in three concentrations: 5, 10
and 15%. Analyses were realized for microbiological and physical-chemical parameters of S.
platensis biomasses and macaroni. The elaborated macaroni was evaluated sensorially by a
panel of 58 untrained panelists who performed sensory tests for acceptance and purchase
intent for selection of the best formulation. The results obtained in the physical-chemical
analyses of the biomass grown in the three situations showed that there is no significant
difference between the centesimal composition of S. platensis for the content of protein,
lipids, carbohydrates and calories, cultivated in photobioreactor and in tank or when the
produced biomass was dried in freeze dryer or hothouse. For the biomass harvested in the
exponential growth or stationary phase, as to composition, it was shown that there is an
increase in the percentage of carbohydrates, lipids and ash and decrease in protein and
calories content when the cyanobacteria is in the stationary phase. Based on the analysis of
the macaroni’s composition, it was observed that increasing the concentration of S. platensis
in the formulations resulted in an increase in protein and minerals, and consequent increase in
nutritional value. According to the sensorial evaluation results, the products had good
acceptance, providing the formulation with 5.0% S. platensis score of “like slightly”, the same
was also obtained by the one containing 15.0% and the formulation with 10.0% had a score of
“like moderately”. The highest percentage of overall assessment was presented by the
macaroni enriched with 10.0% of S. platensis, obtaining 93.10% of positive assessments.
Therefore is possible to develop food products, like the macaroni added biomass of S.
platensis, becoming another alimentary alternative with better nutritional characteristics and
able to promote health benefits to the consumer.

Keywords: Spirulina platensis, macaroni, sensory evaluation.
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1 INTRODUCAO

Influenciadas pelos avancos tecnoldgicos na industria de alimentos e na agricultura e
pela globalizacdo da economia, as praticas alimentares contemporaneas tém sido objeto de
preocupacdo das ciéncias da salde, por ser notdria a ocorréncia de uma inversdo nos padroes
de distribuicdo dos problemas nutricionais, onde a populacdo estd passando da desnutricdo
para a obesidade. A opc¢do por facilidades que poupam tempo de preparo e diminuem a
freqUéncia das compras é caracteristica da alimentacdo contemporanea. Este comportamento,
nos alerta para a urgéncia em reavaliar os habitos alimentares e estilo de vida da populacéo.
Assim, surge um novo desafio de identificar ingredientes alternativos que aliem uma
alimentacdo equilibrada com qualidade nutricional a baixo custo e minima interferéncia nas
caracteristicas sensoriais das formulacGes alimenticias atualmente disponiveis no mercado
(GARCIA, 2003; KAC; VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003), sendo as microalgas uma dessas
alternativas, podendo ser adicionadas a alimentos utilizados nas dietas usuais, melhorando-os
nutricionalmente.

As microalgas sdo importantes fontes de alimento para animais, bem como sdo
utilizadas na producdo de corantes naturais e na alimentacdo humana, como é observado em
algumas regides da Africa, Asia, América do Sul, América do Norte e Europa (KEBEDE;
AHLGREN, 1996; SASSON, 1997). A imensa biodiversidade, e consequente variabilidade na
composicao bioquimica destes microrganismos, aliada ao emprego de melhoramento genético
e ao estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala vém permitindo que as
microalgas sejam utilizadas em diversas aplicagcbes, como nos processos de tratamento de
agua, na aquicultura, nas industriais farmacéuticas e também na tecnologia de alimentos.
Neste Gltimo, as microalgas destacam-se principalmente por apresentarem elevado valor
protéico (50-70%), aminoacidos essenciais, vitaminas (especialmente B12), sais minerais,
alem de pigmentos (carotendides, ficocianinas e clorofilas), acidos graxos poliinsaturados,
incluindo os é&cidos graxos ©Omega-3 e outros compostos biologicamente ativos
(AARONSON; BERNER; DUBINSKY, 1980; BOROWITZKA, 1999a, 1999b; COLLA et
al., 2007).

Em virtude dessas caracteristicas, o estudo bioquimico das microalgas tem despertado
grande interesse, particularmente na producdo de proteina, uma vez que algumas espécies
podem conter mais de 50% de material protéico como tem sido evidenciado em varias

espécies de Scenedesmus, Spirulina e Dunaliella (BECKER, 1994). Em 1998, experimentos
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realizados pela Organizagdo N&o Governamental (ONG) Antenna Techonologie
demonstraram que a ingestdo diéria de 2 a 4 g da microalga Spirulina supre as necessidades
de ferro, vitamina A e zinco de uma crianca em idade escolar (FALQUET, 2000). Em virtude
dessas propriedades nutricionais e farmacéuticas, esses microrganismos podem ser
empregados especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais (AMBROSI et al.,
2008). Mas ainda existe uma clara discrepancia entre o reconhecido potencial de muitas
espécies de microalgas e o atual desenvolvimento industrial, visto que muitas espécies ainda
ndo tém o reconhecimento de seu potencial na producdo de substancias com importancia
econdmica (BECKER, 1994).

Diante da grande quantidade de espécies de microalgas ja pesquisadas, a cianobactéria
Spirulina platensis apresenta um papel de destaque por ser de alto valor bioldgico devido ao
seu alto teor protéico, presenca de acidos graxos poliinsaturados, pigmentos, minerais e
vitaminas (LOURENCO, 2006). Com base nestas evidéncias, e na necessidade da producéo
de alimentos que possuam qualidades nutricionais satisfatdrias, procurou-se desenvolver com
esta pesquisa, um produto alimenticio, do tipo macarrdo, que € um alimento amplamente
consumido pela populacdo brasileira, adicionado de biomassa de S. platensis, tornando-se,
mais uma alternativa alimentar com melhores caracteristicas nutricionais, interferindo
minimamente nas suas caracteristicas tecnoldgicas e organolépticas, podendo promover

beneficios a satde do consumidor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter biomassa de Spirulina platensis para elaboracdo de produto alimenticio
enriquecido, do tipo macarrdo, destinado ao consumo humano, com estabilidade

microbioldgica e caracteristicas nutricionais e organolépticas satisfatorias.

2.2 Objetivos Especificos

Produzir biomassa a partir do cultivo de Spirulina platensis;

Determinar a concentracdo centesimal da biomassa obtida durante as fases de
crescimento exponencial e estacionario, secos por liofilizacdo ou gravimetria, a partir de
cultivos em tanque e em fotobiorreator;

Realizar analises microbioldgicas e fisico-quimicas da biomassa algal produzida;

Produzir massa alimenticia enriquecida com biomassa de S. platensis;

Realizar analises microbiologicas e fisico-quimicas do produto alimenticio;

Realizar testes sensoriais de preferéncia e aceitacdo do produto alimenticio para

consumo humano enriquecido com a biomassa algal produzida.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A insustentabilidade dos sistemas atuais de producéo de alimentos

Os recentes estudos realizados por Khan e Hanjra (2009) sobre os impactos ambientais
da &gua e da energia na producdo de alimentos fornecem dados significativos em niveis local,
nacional e global, que podem ter consequéncias para a seguranca alimentar mundial e para a
salde e produtividade dos ecossistemas. Segundo esses autores, a dgua e 0 solo sdo recursos
que estdo sendo utilizados de forma insustentavel, sendo inevitavel a reducdo no rendimento
de culturas e 0 aumento no consumo de agroquimicos e de combustiveis fésseis com impactos
negativos sobre os ecossistemas e 0s seres humanos.

Os requerimentos para a producdo de alimento deverdo aumentar em funcdo do
tamanho da populacdo que deverd pular de 6 bilhdes em 2000 para 9 bilhdes em 2050
(UNDP, 2006), aumentando cada vez mais os impactos da agricultura sobre o ambiente.
Estima-se que, em virtude desse fato, 10 bilhGes de hectares de ecossistemas naturais seréo
convertidos para a agricultura, introduzindo incertezas maiores nas demandas de agua
(BONFILS; LOBELL, 2007; TILMAN, 1999; TILMAN et al., 2001), mas assegurando que
ela sera um sério fator limitante, visto que 70% da agua doce usada pelos humanos ja esta
comprometida com a agricultura (ROSEGRANT; CAI; CLINE, 2002). Alimentar bilhdes de
pessoas e manter o clima dentro de limites habitaveis sdo os principais problemas a serem
enfrentados visando garantir ofertas para as geracoes futuras (MILINSKI et al., 2006).

Tilman et al. (2001) prevéem que para alimentar uma populacdo de 9 bilhdes de
pessoas a partir dos metodos atuais de producdo agricola, sera necessario converter mais de 1
bilhdo de hectares de habitats naturais, principalmente nos paises em desenvolvimento,
duplicando ou triplicando os usos de nitrogénio e fosforo, aumentando cerca de duas vezes
mais o consumo de &gua, e triplicando o uso de pesticidas.

No Brasil, a questdo das conversdes do capital natural em capital humano exibe um
quadro de preocupacéo alarmante, particularmente devido a expansdo das fronteiras agricolas.
O bioma cerrado foi sendo progressivamente ocupado pela soja, aumentando o desmatamento
da Amazonia. Embora, a soja, seja plantada em areas da Amazodnia ja convertidas para a

pecudria, ndo se atribuindo a ela, necessariamente, as implicagdes das conversdes
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(BRANDAO; REZENDE; MARQUES, 2005), h4 de se considerar que a chegada da soja
desloca a pecuaria para areas virgens da floresta, devendo este efeito reduzir entre 400 e 830
mil hectares por ano (RODRIGUES, 2004).

Rodrigues (2004) mostra que no periodo de 1991 a 2001 o rebanho bovino na
Amazonia cresceu 77%, passando de 19% para 29% da produgdo nacional. A projecédo
estimada para o ano de 2020 é um crescimento nacional entre 30% e 55%, devendo a
producdo na Amazonia crescer de forma mais acentuada. Para atender a esse crescimento,
estima-se uma conversao entre 960 mil e 3,2 milhdes de hectares por ano de floresta
amazbnica para a pecuaria, um ndmero que ndo condiz em hipo6tese alguma, com 0s
pressupostos do desenvolvimento sustentavel.

O retorno para uma vida totalmente natural é impossivel, assim, ndo ha outra opg¢édo a
ndo ser controlar os espacos humanos (noosfera) de maneira a permitir um uso mais
parcimonioso dos recursos naturais para que tanto as nossas necessidades atuais como as das
geracbes futuras sejam atendidas (ZECHENDORF, 1999). Este é o conceito de
desenvolvimento sustentavel estabelecido pela Comissdo Mundial de Desenvolvimento e
Meio Ambiente. O desenvolvimento sustentavel exige a conciliagdo de demandas para a
conservacao da biodiversidade e o aumento da producdo agricola. Avaliar o impacto das
novas praticas agricolas sobre a biodiversidade e os servigos dos ecossistemas € fundamental
neste processo (BUTLER; VICKERY; NORRIS, 2007).

Pensando do ponto de vista da tecnologia, é possivel que novas técnicas produtivas
sejam cada vez mais investigadas no sentido de produzir alimentos saudaveis e abundantes a
baixo custo, propiciando complementar as necessidades nutricionais diarias de populacdes
carentes e, a0 mesmo tempo, re-orientando e re-pensando as praticas agricolas que hoje sao
adotadas. Nesse campo, vérias contribui¢fes da biotecnologia tém sido investigadas visando
remediar danos ambientais e melhorar a qualidade de vida das pessoas. Processos que buscam
produzir mais alimento numa mesma area reduzindo pressfes de expansdo sobre a vida
silvestre tem sido uma opcao interessante. Segundo Capra (2002) praticas planejadas reduzem
as perdas, a utilizacdo de fertilizantes e pesticidas, além de reduzir os impactos sobre 0 meio
ambiente e permitem que os recursos usados hoje possam ser também conservados no futuro,
ao mesmo tempo em que provém qualidade de alimentos frescos e processados.

A busca por solugdes limpas devera garantir sustentabilidade humana e ambiental. A
agricultura organica e hidroponica sdo alguns exemplos de producéo de alimentos de formas
mais saudaveis que estdo em expansdo no mundo todo, inclusive no Brasil. Certamente a

biotecnologia podera criar novos recursos contribuindo com a melhoria da qualidade
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ambiental e, por conseguinte, da qualidade de vida (ZECHENDORF, 1999). Outra tendéncia
que deverd se consolidar seriamente é a aquicultura e, em especial, o cultivo em massa de
organismos que apresentam elevado valor nutricional, altas taxas de producdo de biomassa,
baixas taxas de subsidios energéticos e quimicos, necessidades de pequenos espacos. Neste
contexto as culturas em massa de microalgas e outros microrganismos deveréo ocupar papel
de destaque (HABIB et al., 2008).

3.2 Alimentacao contemporanea

As modificacdes na estrutura socio-econdmicas que, convenientemente, eclodiram nos
ultimos anos, ndo apenas no Brasil, mas também em outros paises, tem instigado,
significativamente, mudancas nos habitos e estilo de vida da populacdo, implicando em um
aumento no consumo de alimentos industrializados. Estas transformacdes estdo arraigadas a
transicdo nutricional, com a inversdo nos padrdes de distribuicdo dos problemas nutricionais
de uma dada populagdo no tempo, ou seja, uma passagem da desnutricdo para a obesidade.
Este comportamento, nos alerta para a urgéncia em reavaliar os habitos alimentares e estilo de
vida da populacdo, remetendo-nos a busca de meios capazes de promover habitos alimentares
saudaveis, ja que as dietas estdo se tornando menos nutritivas e mais caloricas, dada,
especialmente, pelo aumento de gorduras e aglcares nesses alimentos (KAC; VELASQUEZ-
MELENDEZ, 2003).

Dentro deste contexto, observa-se a importancia do consumo de proteinas de alto valor
biolégico na alimentacdo humana, ja que elas exercem fungbes de construcdo e manutencao
do organismo vivo. A insuficiéncia na ingestdo de proteinas é prejudicial em qualquer fase do
ciclo de vida, mas se agrava em gestantes, lactantes, lactentes, pré-escolares e escolares. Esta
situacdo requer uma intervencdo coerente a partir da melhoria no cardapio alimentar da
populagéo, sem imiscuir-se repentinamente sobre a diversidade de alimentos que o compde,
mas sim, sobre a sua qualidade nutricional, garantindo uma alimentagdo balanceada, e com
iISSo promovendo o méaximo crescimento, desenvolvimento e manuten¢do do individuo,
refletindo diretamente sobre a capacidade cognitiva e de trabalho, influenciando direta e
positivamente no crescimento econdmico do Pais (GARIB, 2002; NICOLETTI, 2007).

Em consequéncia a estas circunstancias socio-econdémicas aliadas a globalizagéo,

houve um estimulo a procura por fontes alternativas para a alimentagdo e por novos processos
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tecnoldgicos, almejando-se reduzir os custos dos produtos e atender as demandas nutricionais,
inclusive as das classes menos favorecidas (BATISTUTI; FREITAS, 1995). Com isso, a
alimentacdo equilibrada, composta por um bom aporte de macronutrientes (proteinas,
carboidratos e lipidios) e micronutrientes (vitaminas e sais minerais) € essencial na solugédo
destes problemas que emergiram com a transicdo nutricional (NICOLETTI, 2007). As
microalgas sdo uma fonte alternativa com proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas
(especialmente B12), sais minerais, pigmentos (carotenoides, ficocianinas e clorofilas), acidos
graxos poliinsaturados e outros compostos biologicamente ativos que pode ser adicionada a

alimentos ja consolidados nas dietas usuais, como 0 macarrdo, melhorado-o nutricionalmente.

3.3 Historico e aplicacbes das microalgas na alimentagéo

O termo microalga é desprovido de valor taxonémico, visto que engloba organismos
muito distintos entre si quanto a origem, composi¢do quimica e morfologia. Ele designa uma
grande quantidade de espécies constituintes do fitoplancton®, que, por sua vez, abrange uma
numerosa variedade de organismos unicelulares, multicelulares e autotréficos, medindo entre
2 e 100 pm e representam o primeiro elo da cadeia alimentar, razdo pela qual servem como
alimento direto para organismos filtradores. Ainda ndo é conhecido o numero exato de
espécies microalgais, e dentre as 200 mil catalogadas a maioria permanece bioquimica e
metabolicamente inexplorada (DERNER, 2006; LOURENCO, 2006; SHEEHAN et al.,
1998).

Microalgas sdo microrganismos que contém pigmentos fotossintéticos que podem ser
classificados em trés grupos: as clorofilas (em especial clorofila a, pigmento mais importante
para a fotossintese, uma vez que apresenta papel central no fotossistema para captacdo da
energia luminosa), os carotenoides e as ficobilinas, tais pigmentos se diferem em sua
composi¢do quimica e na capacidade de absorver luz em determinado comprimento de onda.
Esses microrganismos sdo capazes de realizar fotossintese oxigénica, necessitam de
requerimentos nutricionais relativamente simples e sdo encontrados em todos 0s ecossistemas
da terra, ndo somente nos aquaticos, mas também terrestres, e englobam uma grande

variedade de espécies que vivem em condi¢Oes ambientais amplamente variaveis

! Composto por organismos aquaticos microscépicos unicelulares, que tem capacidade fotossintética.
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(ANDRADE; COSTA, 2008; MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2001; ROUND, 1983).

As microalgas sdo responsaveis por pelo menos 60% da producdo primaria da Terra.
Elas armazenam energia solar, convertendo-a em energia bioldgica, tornando-as base de
diversas cadeias troficas nos ambientes aquéaticos, como por exemplo, sendo o alimento
principal de animais fitofagos como algumas espécies de peixes, moluscos bivalves (fitéfagos
durante todo o ciclo de vida), nos primeiros estagios larvares de crustaceos e para 0
zooplancton em geral (ARREDONDO-VEGA, 1995; CHISTI, 2004; SHELEF; SOEDER,
1980).

A utilizagdo de microalgas na alimentagdo humana ocorre desde tempos remotos,
destacando-se algumas espécies do género Nostoc, consumida na Asia, e Spirulina no México
pelos Astecas que a ingeriam habitualmente com cereais sob a forma de molho conhecido
como “chimolli” ou molho asteca, e na Africa pelos Kanembous, onde as mulheres colhiam a
Spirulina no lago Chad, quando os ventos empurravam e aglomeravam essas microalgas nas
margens, depois secavam a biomassa ao sol e, posteriormente, a amassavam com as maos
moldando-as em blocos e cortando-as em pequenos tabletes. Com essa biomassa, também era
possivel preparar o “dihé”, mistura de Spirulina com molho de tomate e temperos variados
(AARONSON; BERNER; DUBINSKY, 1980; CIFERRI; TIBONI, 1985; NAVALHO, 1998;
NORTON; MELKONIAN; ANDERSEN, 1996).

3.3.1 Historico do cultivo de microalgas

O cultivo de microalgas representa uma das modernas formas de biotecnologias. O
primeiro registro histérico que pode ser considerado como forma de cultivo de microalgas é
atribuido a Cohn em 1850 por manter viva, em laboratorio, a alga verde flagelada
Haematococcus, mas foi Famintzin em 1871 que desenvolveu as primeiras pesquisas
experimentais de cultivo de microalgas. Algumas das suas primeiras pesquisas sobre a
fisiologia de algas foram realizadas com o cultivo das algas verdes Chlorococcum infusionum
e Protococcus viridis em solucdo de sais inorganicos, quando foi relatada a necessidade destes
sais inorganicos para o desenvolvimento de microalgas. Estas informac@es influenciaram
decisivamente a atuagéo dos primeiros pesquisadores no cultivo de microalgas. Entre 1890 e

1893, Beijerinck realizou o isolamento de cloroficeas de dgua doce dos géneros Chlorella e
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Scenedesmus e 0 uso de tais culturas para estudos da fisiologia vegetal foram desenvolvidos
por Warburg no comego do seculo XX. Desde entéo o interesse nos cultivos de microalgas
tem crescido continuamente (BENEMANN; TILLETT; WEISSMAN, 1987; CHAUMONT,
1993; LOURENCO, 2006).

Apo0s esta fase inicial de desenvolvimento dos cultivos, a velocidade de geracdo de
conhecimento e a sua diversificagdo, intensificaram-se surgindo mais estudos ecoldgicos,
fisioldgicos, ontogenético, bioquimicos e genéticos. Com isso foi despertado o interesse pela
producdo de biomassa algacea para uso como alimentos animal e humano, ja que, até entao,
elas eram estudadas com enfoque meramente bioldgico. As culturas em massa de microlgas,
realmente comecaram a receberem mais atencdo ap6s 1940 em Stanford (USA), Essen
(Alemanha) e Tokyo (Japdo) e um livro classico foi editado por Burlew em 1953 sumarizando
muitos desses estudos. Possivelmente, a exploracdo desse novo recurso foi influenciada pela
Segunda Guerra Mundial (LOURENCO, 2006; RICHMOND; SOEDER, 1986).

O cultivo de microalgas em escala comercial foi iniciado em 1960 no Japdo com o
cultivo de Chlorella seguida no inicio de 1970 com o estabelecimento da Spirulina cultivada
em larga escala no Lake Texcoco, México e em 1977 na Tailandia. Por volta de 1980 haviam
46 fabricas de larga escala na Asia, produzindo mais de 1000 kg de microalgas por més
(principalmente Chlorella). A producdo comercial de Dunaliella salina, como fonte de [3-
caroteno, pela Western Biotechnology Ltd e Betatene Ltd (hoje Cognis Nutrition & Health)
tornou-a a terceira maior industria de microalga desenvolvida na Australia em 1986, seguidos
de Israel e Estados Unidos da América (USA). Mais recentemente, varias fabricas produzindo
Haematococcus pluvialis como fonte de astaxantina foram estabelecidas no USA e india.
Assim, em cerca de 30 anos, a industria da biotecnologia de microalgas cresceu e se
diversificou significativamente (LOURENCO, 2006; SHELEF; SOEDER, 1980).

3.3.2 Historico do cultivo de microalgas no Brasil

O Brasil s6 iniciou as primeiras pesquisas sobre o cultivo de microalgas no periodo em
que a diversificacdo de estudos e aplicacdes biotecnologica ja estavam bastante avangados

internacionalmente. Foi em 1970 que Clovis Teixeira e Armando A. H. Vieira, do Instituto de

? Transformag®es por que passa o organismo, desde a reproducéo até o seu perfeito desenvolvimento.
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Oceanogréfico da Universidade de S&o Paulo (USP), iniciaram as primeiras colecGes
microalgas marinhas em cultivo laboratorial e em 1976 publicaram os primeiros resultados
com o cultivo de diatoméacea Phaeodactylum tricornutum. Em 1977, Armando Vieira fundou,
na Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR), a primeira colecdo de microalgas de agua
doce do Pais. Embora o cultivo de microalgas ja fosse realizado em instituicGes ligadas a
aquicultura, somente a partir de 1980, comecou a se difundir pelo Brasil, com o envolvimento
de pesquisadores e universidades em varios estados, quais sejam, Universidade Federal de
Pernambuco, Fundacdo Universidade de Rio Grande, Universidade Federal da Paraiba e na
Universidade Federal do Rio de Janeiro. A partir de 1990, outros laboratérios de cultivos de
microalgas foram fundados totalizando, atualmente, 45 unidades em todo o Pais.
(LOURENCGCO, 2006).

3.3.3 Aplicacdes das microalgas

A busca de alternativas alimentares que possam diminuir o déficit nutricional
buscando novos processos e matérias-primas vém aumentando. Pesquisas inovadoras
envolvendo a biotecnologia, por meio da utilizacdo de microrganismos ou enzimas para a
producdo de novos produtos, inclusive alimentos, estdo instigando a sociedade moderna
(MULITERNO et al., 2005). A aceitabilidade de um microrganismo, em especial para 0 uso
na alimentacdo humana e animal, depende de seu valor nutricional e seguranca o que inclui o
baixo teor de acidos nucléicos, auséncia de toxinas e de compostos residuais indesejaveis
(BEKATOROU; PSARIANOS; KOUTINAS, 2006).

O interesse pela producdo de microalgas em escala comercial vem aumentando desde
as primeiras pesquisas realizadas por Burlew em 1953. Desde entdo, muitos aspectos da
biotecnologia foram desenvolvidos visando aumentar a eficiéncia de culturas em massa
(BENEMANN; TILLETT; WEISSMAN, 1987; CHAUMONT, 1993; RICHMOND;
SOEDER, 1986). A biomassa das microalgas pode ser empregada para obtencdo de
biocompostos, como suplemento alimentar humano, alimento animal ou fonte de
biocombustiveis, fonte de pigmentos naturais, vitaminas e acidos graxos, e para a producao de
aditivos utilizados em formulagdes farmacéuticas e alimentares. Também sdo usadas na
aquicultura, como alimento para moluscos, microcrustaceos e peixes, uma vez que

contribuem para a manutencdo da saude da pele desses animais, intensificando sua cor e
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aumentando as taxas de crescimento, sobrevivéncia e fecundidade. Em alguns paises essas
algas também sdo usadas como alimento para aves ornamentais, cdes, gatos e como tonico
para cavalos, vacas e touros. Tais aplicacdes sdo cada vez mais comuns atualmente, deixando
de ser um produto meramente promissor e assumindo papel real na sociedade moderna
(ANDRADE; COSTA, 2008; HENRIKSON, 1994; LOURENCO, 2006).

3.4 Cultivo de microalgas

Existem varios métodos de cultivo de microalgas, o mais comumente utilizado é
baseado na inducdo artificial de condi¢es eutrdficas que levam a um rapido desenvolvimento
de explosdes populacionais denominado “blooms”. Este método consiste na adicdo de um
indculo puro de microalga a um meio de cultivo (LOURENCO, 2006).

Como os demais microrganismos, as microalgas reagem a variagdes do meio exterior
com alteracdes do seu meio intracelular. A manipulacdo das condi¢fes de cultivo, a presenca,
auséncia ou concentracdo de determinados nutrientes, tendem a estimular a biossintese de
compostos que vao desde enzimas a farmacos e antioxidantes naturais, alguns de elevado
valor comercial (HENRIQUES et al., 1998), além de influenciar decisivamente os resultados
de crescimento celular como também os componentes da biomassa e produtos de interesse

como pigmentos, proteinas, lipidios, acidos graxos, entre outros (DERNER, 2006).

3.4.1 Crescimento das microalgas

Em condicdes climéaticas adequadas e nutrimentos suficientes, as microalgas podem
crescer profusamente. Comumente elas dobram a sua biomassa dentro de 24h ou menos e
durante a fase de crescimento exponencial elas podem completar um ciclo de vida dentro de 2
a 4h (CHISTI, 2007).

A anélise da curva de crescimento é o método mais empregado para a avaliacdo do
crescimento populacional de microalgas em cultivo. Pode ser expressa como sendo a relagao
entre 0 nimero de organismos num determinado volume (densidade celular) pelo tempo.
Teoricamente a curva de crescimento apresenta cinco fases distintas (Figura 1), quais sejam:

(1) Fase de Inducao, ocorre logo apos a inoculagédo da célula, sendo um periodo de adaptacédo
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onde ndo existe incremento populacional, podendo ocorrer redugdo na densidade celular,
podendo, ainda, ndo acontecer ou ocorrer muito rapidamente; (2) Fase Exponencial,
expressada pelo crescimento logaritmico, nesta fase a biomassa se duplica sucessivamente em
intervalos de tempo regulares e a velocidade de crescimento alcanca seu ritmo maximo; (3)
Fase de Diminuicdo do Crescimento Relativo acontece uma reducdo na taxa de crescimento
celular, aumentando o tempo de duplicagdo, neste periodo a quantidade de nutrientes e a
energia luminosa por célula (autossombreamento) ja estdo reduzidos devido ao incremento da
densidade celular, diminuindo assim a atividade fotossintética; (4) Fase Estacionéria,
observada pela constancia da densidade celular, a taxa de crescimento esta compensada pela
taxa de mortalidade, ela pode ser caracterizada por pequenos acréscimos e decréscimos na
populacdo microalgal, mas ao ajustar a curva (regressao logistica) esta fase € representada
graficamente por uma reta; (5) Fase de Morte da Cultura, que acontece devido ao esgotamento
dos nutrientes (Figura 1) e ao autossombreamento, impossibilitando o crescimento
(DERNER, 1995, 2004; DERNER et al., 2006).

4
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Figura 1 - Representacdo esquematica de taxa de crescimento de algas em cultura e a concentracao de
nutrimentos por um periodo de tempo.
Fonte: adaptada de Mata, Martins e Caetano (2010).
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3.4.2 Fatores limitantes para o crescimento microalgal

Tanto no ambiente natural quanto nos cultivos, o crescimento de uma populacéo de
microalgas € resultado da interacdo entre fatores biologicos, fisicos e quimicos
(MOHEIMANI, 2005). As respostas das células a essas condi¢cdes ambientais definem esses
fatores como limitantes ou otimizantes. Os fatores bioldgicos estdo relacionados as taxas
metabolicas da espécie cultivada, a possivel influéncia de outros organismos sobre o seu
desenvolvimento e a idade do inoculo (PELIZER et al., 2003). Quanto aos fatores fisico-
qguimicos os mais observados sdo a luz (DARLEY, 1982), a temperatura (COLLA et al.,
2007), a quantidade e o tipo de aeragdo (CONVERTI et al., 2006; ONCEL; SUKAN, 2007), a
disponibilidade de nutrientes (GUILLARD, 1975), a salinidade (LOURENCO; MARQUES
JUNIOR, 2002) e o pH (LOURENCO, 2006). Todos esses fatores podem influenciar no
valor nutricional das microalgas, incluindo a sua forma e tamanho, digestibilidade
(relacionada a estrutura e composi¢do da parede celular), composi¢do bioquimica (nutrientes,
enzimas, toxinas se presentes) e os requerimentos dos organismos alvo da alimentagé&o.

A influéncia da luz no desenvolvimento das microalgas esta relacionada ao
fotoperiodo (tempo de exposicdo a luz), intensidade, qualidade (comprimento de onda) e tipo
de luz (cor). O fato de a luz variar tanto no espaco (profundidade e latitude) quanto no tempo
(diariamente e sazonalmente), também é um fator condicionador ao seu crescimento (ABE;
GALVAO, 1991; DARLEY, 1982; DUBINSKY, 1990). A qualidade do espectro luminoso e
a irradiacdo também podem causar efeitos diferenciados no crescimento celular, em especial,
na composicao bioquimica, principalmente guanto ao teor de proteinas, polissacarideos e
clorofila (RIVKIN, 1989). E devido a luminosidade que a fotossintese ocorre, mas ela se
processa até um limite denominado ponto de saturacdo luminosa, sendo da ordem de 5 a 10
Klux para cianobactérias (MORIST et al., 2001). O cultivo sob altas intensidades luminosas é
responsavel por dois fendmenos prejudiciais: a foto-oxidagdo, que tem efeitos letais para as
células, podendo levar a perda total da cultura e a fotoinibicao, provocando um decréscimo no
rendimento maximo do crescimento, esta também pode ocorrer sob intensidades luminosas
moderadas se a taxa fotossintética estiver limitada por fatores estressantes, como baixas
temperaturas. (JENSEN; KNUTSEN, 1993; SAMUELSSON et al., 1985).

A temperatura é o fator restritivo mais importante, depois da luz, para o cultivo de
microalgas, exercendo forte influéncia sobre as reacdes metabdlicas e consequentemente

sobre a taxa de crescimento. Os efeitos da temperatura em muitas espécies de microalgas em
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laboratério sdo bem documentados, mas a magnitude de efeitos de temperatura na producgao
de biomassa anual ao ar livre ainda ndo é suficientemente conhecida. Muitas microalgas
podem tolerar facilmente temperaturas de 8 a 15 °C mais baixo do que a sua temperatura
Otima de crescimento, mas temperaturas elevada, aproximadamente 4° C acima do ponto
6timo de crescimento pode resultar na perda total da cultura (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010).

Quanto a nutri¢do, as microalgas tém necessidades de uma série de nutrientes para um
crescimento otimizado. As quantidades dos nutrientes no meio variam entre as espécies e
dependem de distintas condi¢es ambientais (GUILLARD, 1975). Em geral, a composi¢do do
meio de cultura é uma simulacdo do meio natural em que a espécie se encontra (ou 0 mais
préximo deste), contendo numerosos sais minerais, alguns elementos traco e algumas vezes
vitaminas (cianocobalamina, tiamina e biotina), mas em baixas concentraces. Os nutrientes
requeridos podem ser classificados em duas categorias: 0s macronutrientes, compostos por C,
H, O, N, P, S, K, Mg, Si e Fe e 0os micronutrientes Mn, Cu, Zn, Mo, V, B, Co, Ca, Na, Se e Ni
(GUILLARD, 1975; LOURENCO, 2006).

O controle do pH ¢é essencial para que os componentes do meio de cultura possam ser
efetivamente absorvidos, afetando diretamente a disponibilidade de varios elementos
quimicos. O pH é fundamentalmente influenciado pelas proporcdes entre formas de carbono
dissolvidas na agua de cultivo, onde o consumo desse CO; afeta o crescimento de microalgas,
aumentando o pH do sistema, que pode atingir niveis muito elevados (LOURENCO, 2006).

A salinidade, tanto em sistemas abertos como fechados, pode afetar o crescimento e a
composicdo da célula de microalgas. Cada alga tem uma concentracdo de salinidade 6tima.
Em cultivos abertos esta concentragdo pode variar de acordo com as condi¢fes do tempo,
estando mais concentrado em dias quentes devido a evaporacdo (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010). Essa variacdo na salinidade, normalmente prejudica o crescimento da
biomassa em virtude do estresse osmotico e idnico e das modificagdes nas proporg¢des idnicas
celulares devido a permeabilidade seletiva da membrana aos ions (BRAND 1984; GLASS,
1983).

A movimentacdo e aeracdo € outro pardmetro de crescimento importante, ja que estes
proporcionam a homogeneizacdo da distribuicdo de células, do calor, e dos metabolitos,
facilitam a transferéncia de gases, previnem a sedimentacdo e ajudam para um melhor contato
entre as células e os nutrimentos. O grau de agitacdo deve ser investigado para evitar o
declinio na produtividade e o rompimento de tricomas. A agitacdo também garante a
eliminacdo de oxigénio supersaturado (LITCHFIELD, 1977; RICHMOND, 1983).
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3.4.3 Medidas de crescimento

Em cultivos de microalgas, e de outros microrganismos, podem ser aplicados
determinados parametros de crescimento (empregando formulas) e representacdes graficas
para ilustrar o desenvolvimento das culturas (VONSHAK, 1990). O crescimento de uma
populagéo microalgal pode ser estimado pelo emprego de determinados parametros, dentre 0s
quais podemos destacar a densidade celular maxima, a velocidade (taxa) de crescimento e o
tempo de cultivo. Esses parametros podem ser determinados a partir do cultivo pela contagem
direta em microscopia (quantificar o nimero de células algaceas por mililitro de cultivo),
fluorescéncia “in vivo” e densidade dptica, por exemplo.

De acordo com Olivera (1993), a densidade celular méxima é o maior valor obtido em
namero de células por mililitro, j4 a velocidade de crescimento representa o nimero de
divisdes celulares da populacdo por unidade de tempo (divis6es por dia). O tempo de cultivo é
0 periodo transcorrido entre o inicio do cultivo e 0 momento no qual a cultura alcangou a
densidade celular maxima ou que a biomassa apresentou o0 maior conteddo de um
determinado composto de interesse ou, ainda, alcancou o maior valor nutricional para a
espécie de organismo que se quer alimentar no menor espaco de tempo possivel. Esse Gltimo
parametro de avaliacdo do crescimento é considerado muito importante em se tratando de
cultivos em grande escala, uma vez que o tempo € decisivo para a escolha de uma
determinada espécie, do seu processo de producdo e da infra-estrutura necessaria para o seu
cultivo (BROWN et al., 1997; TREDICI, 2004).

De acordo com Brown et al. (1997), a composi¢do nutricional das microalgas pode
variar também em funcéo de diferentes condi¢Bes de cultivo e da fase de crescimento da
cultura. Para avaliar o desenvolvimento de microalgas, é essencial que o crescimento da
populagdo em cultivo seja acompanhado para determinar o momento adequado para a sua

colheita e utilizagao.

3.4.3.1 Fluorescéncia “in vivo”

A fluorescéncia “in vivo” vem sendo usada hi muitos anos como indicador de

crescimento de microalgas em cultura. Essa medida é realizada por fluorémetro, onde uma
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fonte de luz é incidida sobre a amostra que ao absorver temporariamente essa energia
luminosa por um periodo de 10 segundos, as moléculas de clorofila tém seus elétrons
excitados (admiti-se que a maior parte da energia nao é perdida em virtude das colisdes entre
as moléculas vizinhas), ao retornarem ao estado basico (ap6s 10® segundos), o excesso de
energia é liberado na forma de fluorescéncia sendo esta resposta registrada pelo aparelho em
valores numéricos que corresponde a intensidade de fluorescéncia que ndo apresenta unidade

propria, sendo entdo expressa em “unidade arbitraria de fluorescéncia” ou “fluorescéncia in

vivo” (LOURENCO, 2006).

3.4.3.2 Densidade dptica

O uso da densidade Optica para avaliar o crescimento de microalgas fundamenta-se na
obstrucdo fisica da luz pelas células. Quanto mais células estiverem presentes na amostra,
maior sera a absorbancia (absorcédo de luz) e menor seré a transmitancia (passagem de luz pela
amostra). Nessas medigdes utiliza-se o0 espectrofotdmetro. Para microalgas que possuem
pigmentos fotossintetizantes, as analises devem ser realizadas no comprimento de onda de
570 nm, visto que, esse comprimento situa-se numa faixa distante da absorcdo maxima de luz
pelas clorofilas e carotendides. A absorbancia registrada sera pouco influenciada pelos
pigmentos fotossintéticos, atribuindo-se, fundamentalmente, a obstrugdo fisica da passagem
de luz pelas células em suspensao (LOURENCO, 2006).

3.4.4 Meio de cultivo

Para o desenvolvimento e produtividade das microalgas € primordial o conhecimento
dos nutrientes necessarios para o seu cultivo que devem complementar suas necessidades
nutricionais. Entre as espécies, ocorrem variacOes desses nutrientes tanto em relacdo a
quantidade, quanto aos que devem ser utilizados, podendo os diferentes tipos de meios de
cultura serem adequados a varios grupos de microalgas, para somente alguns deles ou apenas
para determinadas espécies. Ainda assim, estas necessidades nutricionais sdo dependentes de
distintas condi¢des ambientais. (GUILLARD, 1975).
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De acordo com Lourenco (2006) diversos experimentos laboratoriais foram iniciados
desde o primeiro quarto do século XX para definir a importancia relativa de cada elemento
quimico essencial para a nutricdo das microalgas, mas ainda ndo foi consolidado um numero
universal e exato desses elementos, devido ao fato de que certos elementos sao essenciais para
determinadas espécies ou grupos taxonémicos e para outros ndo. Reconhece-se um conjunto
de 15 a 21 elementos considerados essenciais para o desenvolvimento e composi¢do quimica

das microalgas, divididos em macronutrientes e micronutrientes.

3.4.4.1 Macronutrientes

Nas microalgas, os macronutrientes sdo responsaveis por vérias fungdes como fontes
de constituintes estruturais das biomoléculas, da membrana e do meio intracelular,
participacdo nos processos de troca de energia e regulacdo das atividades metabdlicas. A sua
auséncia ou insuficiéncia pode comprometer algumas das funcgdes vitais nesse microrganismo
(LOURENCO, 2006).

a) Carbono (C): componente mais importante de todas as substancias organicas
sintetizadas pelas células (proteina, carboidrato, lipideo, vitaminas, etc). Sdo fontes
de carbono a difusdo natural de CO, do ar atmosférico para o meio de cultivo,
adicéo de sais de carbonatos ou bicarbonatos;

b) Hidrogénio (H): apesar de sua grande abundancia nas microalgas, ndo é¢ um fator
limitante. Pode ser adquirido pela quebra das moléculas de &gua por meio da
fotolise da &gua (reacdo primaria da fotossintese), fator que garante sempre uma
elevada concentracdo deste elemento no meio;

c) Oxigénio (O): necessario para a respiracdo e 0S Processos que necessitem de
energia, mas ndo exerce efeito limitante;

d) Nitrogénio (N): componente basico na formacdo de proteinas, acidos nucléicos e
pigmentos fotossintetizantes, constituinte de diversas substancias do metabolismo
primério e pode ser encontrado em concentragdes variaveis no interior das células
algdceas na forma inorganica (nitrito, nitrato e aménio). E assimilado,
preferencialmente, sob forma amoniacal (NH; e NH,"), mas também podem ser

assimiladas na forma de nitrogénio gasoso ou molecular (algumas cianobactérias),
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de nitrato (NO*), de nitrito (NO?). As principais fontes sdo os sais de nitrato, sais
de aménio e uréia. As concentracdes de proteinas e clorofilas nas células séo
diretamente proporcionais ao suprimento de nitrogénio, com isso, a diminui¢édo da
concentracdo de proteina, ocasiona aumento significativo no percentual de
polissacarideos e a diminuicéo da clorofila aumenta a concentracdo de carotendides
gerando mudanca de coloragéo no cultivo que tendem ao aspecto amarelado;

e) Fésforo (F): assim como o nitrogénio o fosforo é considerado um dos principais
elementos limitantes para as microalgas. Ele é importante na regulacdo do
metabolismo celular (sintese de lipideos e carboidratos) e no fornecimento de
fosfatos para a geracdo de energia e na constituicao de moléculas estruturais (ATP,
acucares fosfatados, acidos nucléicos e fosfoenzimas). O fésforo é assimilado na
forma de ortofosfato (HPO,>). As microalgas sdo capazes de absorver quantidades
elevadas do fésforo (8 a 16 vezes a mais que a sua cota minima), isso permite que a
celula continue a se desenvolver mesmo que ndo haja disponibilidade de novas
fontes deste elemento. A absorcdo do fosforo € inibida total ou parcialmente pelo
arsénio. Geralmente as fontes do fosfato sdo os sais de sédio e potassio;

f) Enxofre (S): o enxofre representa 1 a 2% do peso seco celular e a maior parte dele
se encontra presente na constituicdo dos aminoacidos metionina e cisteina, mas
também esta presente como co-fator de enzimas e em certas vitaminas tais como
biotina e tiamina;

g) Potassio (K): é regulador da pressdo osmdtica, estimula a respiracdo em pH
reduzido, é co-fator de varias enzimas e na conformacdo e estabilidade de
proteinas;

h) Magnésio (Mg): elemento essencial para as microalgas por ser constituinte da
molécula de clorofila. O magnésio é co-fator de varias enzimas, participa na
ativacdo das enzimas glicoliticas, estimula a sintese de acidos graxos essenciais,
regula os niveis ionicos celulares, a ativacdo de ATPase na membrana. Quando ha
deficiéncia, ocorre a perda do contetddo pigmentar da célula, denominado clorose;

i) Silicio (Si): apenas a diatomaceas e silicoflagelados necessitam do silicio, pois é
componente estrutural das frastulas e esqueleto externo respectivamente. S&o fontes
de silicio os sais de silicato de sodio hidratados (LOURENGCO, 2006).
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3.4.4.2 Micronutrientes

O principal papel dos micronutrientes, em especial os metalicos, é participar da

estrutura e da atividade de diversas enzimas que sao envolvidas nas diversas vias metabolicas,

conferindo diferentes papéis para cada um deles. Alguns micronutrientes metalicos podem ser

toxicos para as microalgas se estiverem em altas concentragdes e podem também atuar como

antagonistas, provocando deficiéncia em determinados nutrientes mesmo que ele esteja
disponivel no meio (LOURENCO, 2006).

a)

b)

d)

Ferro (Fe): extremamente importante para as algas. Participa de fun¢des como
respiracdo, fotossintese, da via biossintética da clorofila e do citocromo, reduz o
sulfato, o nitrato e o nitrito, fixa o nitrogénio molecular e é co-fator de diversas
enzimas;

Manganés (Mn): componente estrutural dos tilacdides, dos cloroplastos e da
superoxido-dismutase (enzima que remove radicais superoxidos toxicos das
células) e funciona como um co-fator de enzimas que participam da sintese de
4cidos graxos e do ciclo de Krebs. E exigido pelas algas em concentracdes mais
baixas que o ferro. Nos meios de cultura estd disponivel como Cloreto de
Manganés quelado;

Molibidénio (Mo): sua principal funcédo é associada ao metabolismo do nitrogénio
por ser um constituinte da nitrato redutase, enzima responsavel pela reducdo do
nitrato em nitrito. Este elemento € co-fator de enzimas que participam da
respiracdo, fotossintese e da nitrogenase (fixacdo de N, nas cianobactérias). As
microalgas necessitam de uma baixa demanda, sua razdo com carbono (Mo:C) é de
0,27 pumol: 1 mol. Normalmente é ofertado na forma de Molibidato de Sadio;
Cobalto (Co): componente fundamental da cianocobalamina, vitamina essa
essencial para o desenvolvimento das algas em geral. Esta envolvido no
metabolismo do nitrogénio e € exigido em pequenas concentracfes. Em meios de
cultivo, geralmente é oferecido na forma de Cloreto de Cobalto;

Boro (B): elemento limitante essencial para as diatomaceas, cloroficeas,
cocolitoforideos e constitui antibidticos produzidos pelas microalgas. Algumas
funcBes do boro para as algas ainda ndao foram bem elucidadas, mas ha indicios de

que o elemento participa na regulacdo da utilizagéo do carbono e apresenta algum
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papel relevante na estrutura dos ribossomos. Ele é fornecido no meio de cultura
como Acido Borico (HzBO3)

f) Vanadio (V): elemento-traco componente das enzimas haloperoxidases,
participando assim da formacdo de vasta gama de produtos naturais que contém
halogénios em algas. Somente alguns meios de cultura adicionam o vanadio, mas
em concentragdes extremamente baixas. E oferecido na forma de Ortovanadato de
Sodio (NazVOy,);

g) Zinco (Zn): assemelha-se aos papéis metabdlicos do manganés. E componente
estrutural da anidrase carbbnica (transporte e fixacdo de CO,), de enzimas
envolvidas na transcricdo do DNA e da fosfatase alcalina. Em meios de cultura,
geralmente, deve ser adicionado na forma de Sulfato de Zinco (ZnS0,4.7H,0);

h) Cobre (Cu): constituinte fundamental de coenzimas que participam do transporte
de elétrons na fotossintese, como a citocromo oxidade, sendo necessario para a
aquisicdo de energia pela alga. Deve ser adicionado em meios de cultura como
Cloreto de Cobre (CuCl,.2H,0) ou Sulfato de Cobre (CuSO4.5H,0);

i) Selénio (Se): elemento essencial para o crescimento de microalgas. Ocorre na
glutationa peroxidase, enzima responsavel por degradar o peréxido de hidrogénio
e outros peréxidos (LOURENCO, 2006).

3.4.4.3 Vitaminas

Apenas trés vitaminas sdo efetivamente importantes para as microalgas: tiamina,
biotina e cianocobalamina. Algumas espécies podem sintetiza-las, as que ndo sintetizam
necessitam recebé-las de fontes exogenas. As demais vitaminas ndo atuam como fatores
limitantes, pois: séo sintetizadas pelas algas, séo sintetizadas por microrganismos associados a
algas e disponibilizados, ndo apresentam fungdes bioldgicas para algas, ou sdo necessarias em

concentracgdes tdo baixas ao ponto de serem irrelevantes (LOURENCO, 2006).
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3.4.4.4 Quelantes

Alguns dos elementos metélicos importantes para a nutricdo das microalgas ndo séo
solveis, eles necessitam interagir com outras substancias para serem solubilizados.
Atualmente, o Acido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) é a principal substancia empregada
em meios de cultura como quelante, sendo utilizada na forma mais soltvel apresentada pelo
sal dissodico (Na,;EDTA.2H,0). Uma das vantagens da utilizacdo do EDTA é a sua lenta
metabolizacdo por bactérias (LOURENCO, 2006; SUNDA,; PRICE; MOREL, 2005).

3.4.4.5 pH

Apesar do pH ser uma variavel fisico-quimica, seu controle é essencial para que 0s
componentes do meio de cultura possam ser efetivamente absorvidos, afetando diretamente a
disponibilidade de varios elementos quimicos. O crescimento de microalgas em cultivo
envolve o consumo de CO; dissolvido no meio, aumentando o pH do sistema, que pode
atingir niveis muito elevados e toxicos para muitas espécies. Para regular a variagdes de pH
utiliza-se tampdes (para volumes pequenos de cultivo) como o Tris (2-amino-2-
[hidroximetil]-1-3propanediol) e a glicilglicina; ou a aeracdo do cultivo (grandes escalas) pelo
bombeamento de ar natural (concentracdo de 0,03% de CO,) ou enriquecido com CO, de 1 a
5%. A adicdo de CO,, além de regular o pH, estimula o crescimento algal por ser mais uma
fonte de carbono (LOURENCO, 2006).

3.4.5 Sistemas de Cultivo

O cultivo de microalgas compreende formas simples e convencionais de producdo de
biomassa algacea em certas aplicagbes, mas podem envolver também processos e
equipamentos mais complexos, caracterizando a atividade como um dos mais modernos
processos da biotecnologia. A escolha do tipo do cultivo depende dos produtos de interesse
(biomassa, acidos graxos, pigmentos, etc.) que as microalgas podem sintetizar naquelas

condigdes determinadas. A partir desses cultivos é possivel obter-se alimentos e varios
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produtos de interesse nutricional, farmacoldgico e industrial, a custos, as vezes, muito
inferiores aos da agricultura tradicional e numa velocidade de producdo muito mais rapida.

As microalgas podem ser produzidas em diversos sistemas de cultivo, com volume
variando desde poucos litros até bilhGes de litros (BOROWITZKA, 1999b). Em geral, os
sistemas de producdo ndo sdo sofisticados, uma vez que, muitas empresas desenvolvem
cultivos a céu aberto em tanques com fundo de terra e com baixo ou nenhum controle dos
parametros ambientais (LOURENCO, 2006). Recentemente, alguns cultivos tém sido
desenvolvidos em equipamentos especificos, denominados fotobioreatores, nos quais €
possivel controlar os parametros ambientais, o que eleva a produtividade, a qual viabiliza a
produgéo comercial de compostos de elevado valor comercial (TREDICI, 2004).

Os sistemas de cultivos abertos (Figura 2) normalmente sdo mais faceis de construir e
de funcionamento mais simples, sdo durdveis e tem uma grande capacidade de producdo
quando comparados com os sistemas de reatores fechados. Contudo, os tanques usam mais
energia elétrica para homogeneizar os nutrimentos e movimentar as células, permitindo que as
microalgas recebam bastante energia solar necessaria para seu crescimento. Os materiais
utilizados para construir as paredes e o fundo de um tanque podem variar de areia simples ou
barro, a tijolos ou cimento, ou cloreto de polivinilo, fibra de vidro ou poliuretano. Os tanques
abertos sdo relativamente econdmicos e faceis de limpar depois do cultivo. (RICHMOND,
2004; DERNER et al., 2006).
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Figura 2 - Tanques de cultivo de microalgas.
Fonte: Jornal Tamandua (2005), Parry Nutraceuticals (2006).
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Os tanques abertos estdo sujeitos as condi¢cOes ambientais, ndo permitindo controle de
temperatura, evaporacdo e iluminagdo. Podem produzir grandes quantidades de microalgas,
mas ocupam uma area mais extensa que os fotobioreatores e o indice de contaminagdo
bioldgica (protozoarios, bactérias, outras microalgas) € elevado (MOHEIMANI, 2005;
RICHMOND, 2004; UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008).

Fotobiorreator (Figura 3) € um reator no qual organismos que necessita de luz para se
desenvolver sdo cultivados ou usados para executar uma reacdo fotobioldgica. Sdo sistemas
flexiveis que podem ser otimizados segundo as caracteristicas biologicas e fisioldgicas da
espécie algacea cultivada (MOHEIMANI, 2005). Dependendo da sua forma ou desenho,
considera-se que os fotobioreatores apresentam varias vantagens sobre tanques abertos, visto
que, oferecem melhor controle das condi¢des de cultivo e parametros de crescimento (pH,

temperatura, agitacao), previne a evaporacao, reduz perdas de CO,, oferece um ambiente mais

seguro e protegido, minimiza ou previne a contamina¢do por microrganismos competidores
(RICHMOND, 2004).

<< ey

Figura 3 - Fotobiorreatores utilizados para o cultivo de microalgas.
Fonte: World (2008).

As limitacGes principais do fotobioreator incluem: o superaquecimento, entupimento,
a acumulacéo de oxigénio, o alto preco de instalacdo, funcionamento e manutencgéo do cultivo
da biomassa algacea. O custo da producdo de biomassa em fotobioreator pode ser maior do
que em tanques. Apesar dos sistemas fechados ndo oferecerem vantagens quanto a
produtividade por éarea, eles basicamente sobrepujam tanques quanto a produtividade
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volumeétrica (8 vezes mais alto) e a concentracdo celular (aproximadamente 16 vezes mais
alto) (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010; MOHEIMANI, 2005).

3.4.6 Vantagens do cultivo de microalgas

O cultivo de microalgas € uma atividade que vem sendo bastante desenvolvida. As
pesquisas que envolvem esse assunto constituem bons subsidios para as atividades de cultivo
em larga escala, uma vez que contém valiosas informacdes sobre a eficiéncia dos principais
meios de cultivo, principalmente os meios alternativos, e sobre o efeito das varidveis que
interferem no crescimento das espécies cultivadas (LOURENCO et al., 1998).

No Brasil, o cultivo em larga escala de microalgas € um campo de pesquisa bastante
promissor, particularmente quando se considera o objeto da pesquisa como sendo a
alimentacdo humana. Essas pesquisas necessitam de atencdo urgente, particularmente porque
problemas de inseguranca alimentar assolam muitos brasileiros. Assim, como algumas
microalgas tém elevado valor nutricional, elevada producdo de biomassa, baixas taxas de
subsidios energéticos e quimicos e necessidades de pequenos espagos para serem produzidas
em larga escala, o seu cultivo, visando a obtencdo de concentrados algaceos para ser usado
como complemento alimentar humano e em racdo animal. Essa atividade é de grande
interesse social, ambiental e econdmico (LOURENCO, 1996).

O Brasil, em especial o Nordeste, apresenta viabilidade técnica propicia para o
desenvolvimento de cultivos de microalgas, em virtude do clima que oferece sol em
abundancia e temperatura ideal, além de apresentar regides onde a dgua é mais salobra, as
vezes inviavel para consumo humano, mas adequada para o cultivo de microalgas, em
especial da Spirulina, em virtude de seu pH elevado.

As diversas vantagens para 0 uso de microrganismos na producdo de proteina
unicelular, qguando comparadas com fontes habituais de proteina (como a carne ou a soja) sao
conhecidas. Os microrganismos possuem alto teor de proteinas e elevada velocidade de
crescimento, o que leva a uma rapida producao de biomassa, sendo que esta pode ser continua
e independe das condi¢bes do ambiente e por ser de natureza unicelular fica assegurada uma
biomassa com a mesma composicdo bioquimica, diferentes de plantas terrestres que
apresentam compostos localizados em partes especificas (fruta, folha, semente ou raiz)
(BEKATOROU; PSARIANOS; KOUTINAS, 2006; DERNER et al., 2006; LOURENCO,
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1996). No quadro 1 estdo demonstradas as vantagens de se obter proteinas a partir de

microalgas em relacdo a proteina de carne bovina.

Parametros Proteina de carne bovina Proteina de microalga
Espacos Grandes Pequenos
Tempo para producado de proteina 28 meses 15 dias (tempo de geracdo 2-6h)
Proteina/dia/1.0001b (1lb = 434 gr) 1llb 0%
Medicamentos de controle Grande Nenhum
Manejo de sistema produtivo Grande Pequeno

Quadro 1 - Comparacao da proteina de carne bovina e proteina de microalga.
Fonte: Lourenco (1996); Paris (2006).

Maior atencdo vem sendo dada a Spirulina pelo potencial de coloracdo de seus
pigmentos de interesse para as industrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos. A
substituicdo dos pigmentos sintéticos, usados em alimentos, por pigmentos naturais €
necessaria para que se produzam alimentos mais saudaveis, visto que, além de promover a
coloracdo, muitos colaboram com o enriquecimento do valor nutricional do alimento, além de
possuirem propriedades funcionais e/ou terapéuticas, 0 que sugere a possibilidade de maior
exploracdo de Spirulina, j& que ela é uma das principais fontes de clorofila na natureza
(DANESI et al., 2002; DERNER, 2006). Atualmente, a maior parte da clorofila produzida e
comercializada usada em corantes verdes naturais € obtida por fontes vegetais, como o
espinafre, que contém aproximadamente 0,6 mg/g (GROSS, 1991), ao passo que a biomassa
de Spirulina contém 11,5 mg/g (HENRIKSON, 1989).

No entanto, considerando-se o interesse pela implantacdo de fazendas de cultivos
controlados visando obtencdo de novos produtos, a inovacgao técnica continuada para atender
as demandas de mercado pode resultar em vantagens futuras. A busca por novos produtos e
outras espécies comercialmente importantes deverd aumentar de forma significativa, inclusive

com o melhoramento genético de linhagens.
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3.5 Spirulina

Pertencente a ordem Oscillatoriales, o género Spirulina € uma cianobactéria verde-
azulada microscopica, fotossintética, unicelular, filamentosa, composta por tricomas de 5-6
um de largura e 20-200 um de comprimento em forma de um espiral (que originou 0 nome),
que tem seu habitat em aguas alcalinas (HOFF; SNELL, 1999; SHIMAMATSU, 2004). Ao
contrério de outros microalgas, esta cianobactéria, apresenta baixa susceptibilidade a
contaminacdo em seu cultivo por outros microrganismos devido ao alto pH necessario ao seu
desenvolvimento, estando inicialmente em torno de 8,0 e podendo atingir pH 11,0 (BARROS;
SASSI, 2007; VONSHAK, 1997).

Dentro desse género as espécies mais importantes sdo: S. platensis, seguida da S.
maxima e da S. fusiformes. Esta cianobactéria pode ser cultivada, de maneira otimizada, em
temperaturas entre 35 e 40 °C, sendo que a temperatura minima na qual o seu crescimento se
realiza, esta entre 15 e 18 °C durante o dia, mas a noite a Spirulina pode tolerar temperaturas
relativamente baixas (COZZA; COSTA, 2000; RICHMOND; SOEDER, 1986).

A reproducdo da Spirulina se da por fissdo transversal binaria, onde ocorre a formacao
do hormogonio (tricoma) que se destaca e da origem a um novo filamento. Sua célula possui
uma membrana plasmatica cercada por multi-camadas da parede celular, Gram-negativas,
caracterizadas com uma fileira de poros ao redor do tricoma separados por septos que sao
visiveis por microscopia oOptica (VONSHAK; TOMASELLI, 2000). A parede celular é
cercada por uma capsula ou bainha composta de polissacarideos e que ndo apresenta celulose.
Por este motivo, a Spirulina é 85 a 95% assimilada pelos organismos (BABADZHANOV et
al., 2004).

A importancia nutricional da Spirulina € determinada pela variedade dos nutrientes
gue contém, alguns dos quais ndo sdo sintetizados pelo organismo humano. Devido a essa
variedade, torna-se um alimento completo, podendo-se dizer que a Spirulina é o alimento com
maior numero de diferentes nutrientes por unidade de peso (PHANG et al., 2000). Em sua
composicdo podemos encontrar proteinas (60-70%), carboidratos (20%), lipidios (8%), além
de minerais e vitaminas, pigmentos, compostos fendlicos, acido y-linolénico e outros acidos
graxos essenciais (BELAY et al., 1993; VON DER WEID; DILLON; FALQUET, 2000). Os
principais minerais presentes na Spirulina sdo: o calcio (0,13 a 0,14 %), o fosforo (0,67 a 0,9
%) e o potassio (0,64 a 1,54 %), também estdo presentes: 0 magnesio, o ferro, o zinco, o

cobre, o cromo, 0 manganés e o sodio. As vitaminas presentes na Spirulina sdo: a vitamina A
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na forma de betacaroteno, vitamina C e vitaminas do grupo B (B1, B2, B3, B6 e B12), a
biotina, o acido félico, o inositol, vitamina E, além do &cido pantoténico. Entre os pigmentos
que constitui a Spirulina, estdo a ficocianina (20%) e carotendides (0,37%) (HENRIKSON,
1994; RICHMOND, 1990).

A Spirulina é o principal microrganismo usado na producdo comercial de
ficobiliproteinas (ficoeritrina — coloragéo vermelha, ficocianina — colocagao azul) e clorofila.
O potencial primario desses pigmentos € o de corantes naturais, que podem ser utilizado na
industria alimenticia como pigmento de alimentos (gomas, sorvetes, doces, bebidas, produtos
de panificacdo) substituindo pigmentos sintéticos, e na industria de cosméticos (batons,
sombras de olho, lapis delineador). As ficobiliproteinas estdo sendo usadas nas industrias e
laboratdrios imunologicos, devido as suas propriedades de alta producdo de fluorescéncia,
altos coeficientes de absorbancia e fotoestabilidade, mas o crescente nimero de investigacoes
tem mostrado suas propriedades na salde, isto €, aplicacdes farmacéuticas (BECKER, 2004;
SPOLAORE et al., 2006).

3.5.1 A Spirulina como composto nutracéutico

Os beneficios a salde proporcionados pelo consumo de microalgas estdo sendo
investigados, mais reconhecidos e apreciados nas duas Ultimas décadas, especialmente desde a
introducdo dos compostos probidticos (BARROW; SHAHIDI, 2008). A Spirulina e os seus
constituintes possuem varias propriedades nutricionais e terapéuticas que fazem dela, um
excelente suplemento alimentar, uma fonte potencial para ser utilizada na prevencdo e no
tratamento de diversas enfermidades, constituindo assim, uma alternativa eficiente para o
desenvolvimento de produtos nutracéuticos e caracterizando o microrganismo no ambito dos
alimentos funcionais (AMBROSI et al., 2008).

A acéo da Spirulina foi comprovada em pesquisas experimentais “in vivo” e “in vitro”,
verificando-se: seu efeito protetor na inducdo do estresse oxidativo e hepatotoxicidade por
Cadmio em ratos (AMIN et al., 2006); auxilio na remocdo de chumbo existente em aguas
residuais (HONG; SHAN-SHAN, 2005); inibicdo do crescimento de Células do Carcinoma de
Ascite de Ehrlich (EACC), pela ficocianina, atuando como agente quimiosupressor (EL-
BAKY, 2003); acdo hipocolesterolémica (NAGAOKA et al., 2005), propriedade

antidiabética, aumentando a atividade da hexoquinase e diminuindo a atividade da glicose-6-
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fosfatase (LAYAM; REDDY, 2006); manutencao do equilibrio do sistema imunolégico, além
de aumentar os lactobacilos intestinais, reduzir as nefrotoxicidades provocadas por metais
pesados e drogas (YANG; LEE; KIM, 1997); protecdo contra a radiacdo ultravioleta;
atividade antioxidante (BIERHALS et al., 2009; GUARIENTI; BERTOLIN; COSTA, 2010);
e reducdo da obesidade pela aumento da atividade da lipase lipoprotéica (LPL) e pelo efeito
da proteina na saciedade que devido a elevacdo do nivel de aminoacidos plasmaéticos,
observada apés a ingestdo de proteinas, estimula a liberacdo de hormdnios anorexigenos e
insulina, os quais irdo atuar sobre o centro da saciedade, resultando na reducdo do apetite
(BECKER et al., 1986; LANG et al., 1998; PAIVA; ALFENAS; BRESSAN, 2007).

A Spirulina destaca-se também pelo seu alto teor de cianocobalamina (vitamina B12),
dificil de ser encontrada em dietas vegetarianas; pelo acido folico (vitamina B9), necessario
para a formacdo das células e para o bom funcionamento dos sistemas cardiovascular e
nervoso; além de seu aporte de minerais (Zn, Mg, Cr, Se, Fe) que sdo necessarios para a
manutencdo do metabolismo, para a conservacdo da pele e das mucosas e para O
desenvolvimento normal dos o0ssos e dos dentes (BECKER, 1994; BROWN et al., 1999).

3.5.2 Propriedades antinutricionais da Spirulina

Podem ser encontrados nos alimentos, alguns compostos com propriedades
antinutricionais ou toxicas, provenientes de microrganismos ou de algumas proteinas. As
propriedades antinutricionais diminuem a eficiéncia do metabolismo, interferindo na
utilizacdo dos nutrientes, no entanto, ndo causam alteracdes teciduais e fisioldgicas evidentes
(SGARBIERI, 1996).

Como acontece com alguns cogumelos e plantas, algumas espécies de cianobactérias
sdo toxicas. No entanto, diversos artigos cientificos publicados durante os ultimos anos, ndo
documentaram nenhuma toxicidade da microalga Spirulina (CHAMORRO et al., 1996).
Salazar et al. (1998) em pesquisas realizadas com ratos alimentados por uma dieta enriquecida
a niveis de 10 a 30% de Spirulina, afirmam que ndo houve toxicidade crénica ou subcronica,
mutagénicidade ou teratogénicidade e nenhum efeito adverso na reproducéo ou lactacdo, nem
alergias dermatol6gicas nos animais pesquisados. Portanto 0 seu uso € seguro e nutritivo,
sendo certificado pela FDA (Food and Drug Administration) como GRAS (Generally

Recognized as Safe) o que garante seu uso como alimento sem riscos a satde. Entretanto pode
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ocorrer toxicidade por possiveis contaminagfes do cultivo da Spirulina com outras microalgas
toxicas (ANDRADE; COSTA, 2008; HENRIKSON, 1994; MULITERNO et al., 2005).
Carvajal (2009) analisando alguns fatores antinutricionais da farinha desengordurada
da microalga Spirulina maxima, encontrou baixos indices de taninos e auséncia das atividades
hemaglutinante (lectina, proteina ou glicoproteina ndo imune, que se liga de forma reversivel
e especificamente a carboidratos provocando aglutinacdo), e de inibidores de tripsina
(inibidores de proteases, proteinas reguladoras que controlam eventos proteoliticos em todos
0S organismos Vivos), indicando essa microalga como uma alternativa na alimentacao
humana. Nessa pesquisa, 0s teores de taninos encontrados na farinha desengordurada foi de
17,5 mg/g, o pesquisador afirma que esse conteudo estd relacionado diretamente com a
presenca do pigmento antocianina. De acordo com Sgarbieri (1996), taninos sdo compostos
fenolicos pertencentes a uma classe de metabdlitos secundarios, que se encontram distribuidos
geralmente em plantas e séo considerados potentes inibidores de enzimas, devido a sua
complexacdo com proteinas enziméticas. Essa tendéncia de formar complexos pode explicar &

baixa digestibilidade da proteina das leguminosas.

3.5.3 Spirulina platensis, Gomont, 1892

A Spirulina platensis (Arthrospira platensis) (Figura 4) possui uma composi¢ao
centesimal variavel, influenciada pela forma e otimizacdo de seu cultivo. Henrikson (1994),
ao avaliar amostras de S. platensis observou que ela apresentava, em extrato seco, 65% de
proteina, 20% de carboidratos, 7% de minerais, 5% de lipideos e 3% de umidade.
Babadzhanov et al. (2004) analisando a composicdo quimica da S. platensis cultivada no
Usbequistdo obtiveram 68% de proteinas e 14,3% de lipideos. Convem notar que a Spirulina
contém muito mais proteinas do que muitos produtos alimentares, como podemos observar o
valor médio de proteina na Spirulina é de 65%, enquanto que em carne e peixe, 15-20%; soja,
35%; leite em po, 35%; amendoins, 25%; ovos, 12%; e graos, 8-14% (BABADZHANOV et
al., 2004).

Apenas as plantas e determinadas bactérias sdo capazes de sintetizar todos 0s
aminoéacidos existentes. Os animais produzem apenas alguns tipos, os chamados aminoacidos
ndo essenciais, obtendo os demais por meio da alimentagdo. A composi¢do aminoacidica de S.

platensis (Quadro 2) pode ser comparada favoravelmente com outros alimentos ricos em
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proteinas como a carne bovina, o leite de vaca, 0 ovo de galinha e a soja, ressalvando uma

pequena deficiéncia nos aminoacidos que contém enxofre (metionina e cisteina)
(RICHMOND, 2004).

Figura 4 - Spirulina platensis, aumento de 200X e 400X.
Fonte: Propria

Aminoacido Abreviacéo % Amino&cido Abreviacéo %
Isoleucina* lle 6,7 Arginina Arg 7.3
Leucina* Leu 9,8 Cisteina Cys 0,9
Lisina* Lys 4.8 Tirosina Tyr 5,3
Metionina* Met 2,5 Alanina Ala 9,5
Fenilalanina* Phe 53 Acido Aspartico Asp 11,8
Treonina* Thr 6,2 Acido Glutamico Glu 10,3
Triptofano* Trp 0,3 Glicina Gly 5,7
Valina* Val 7,1 Prolina Pro 4,2
Histidina* His 2,2 Serina Ser 51
Asparagina Asn ND Glutamina GIn ND

Quadro 2 - Composicao aminicidica da S. platensis em base seca.
Fonte: Richmond (2004).
* Aminoé&cido essenciais
ND — Né&o determinado
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De acordo com Cozza e Costa (2000), cerca 1% do peso da Spirulina é representado
pelo acido y-linolénico, que por ser de facil extracdo, faz com que esta microalga seja
considerada uma fonte de &cidos graxos poliinsaturados e cido 6mega-3 viaveis. Este acido é
considerado como sendo eficaz na diminuicdo dos niveis de triglicerideos do sangue e tem
sido utilizado em suplementos alimentares para o tratamento de diversas doengas. No quadro

3 é possivel observar o perfil lipidico de alguns acidos graxos presentes na S. platensis.

Acidos graxos Abreviacao % Acidos graxos Abreviacdo %
Acido l4urico 12:0 0,4 Acido estedrico 18:0 13
Acido miristico 14:0 0,7 Acido oléico 18:1 3,8
Acido miristoléico 14:1 0.2 Acido linoléico 18:2 14,5
Acido palmitico 16:0 455  Acido - linolénico 18:3 0,3
Acido palmitoléico 16:1 9,5 Acido y- linolénico 18:3 21,3
Acido hexadecadiendico 16:2 1,2 Acido eicosadientico 20:2 ND
Acido heptadecandico 17:0 0,3 Acido eicosatrienoico 20:3 0,4

Quadro 3 - Percentual de acidos graxos presentes em S. platensis em base seca.
Fonte: Richmond (2004).

Entre os acidos graxos comercialmente importantes, estdo os poliinsaturados
essenciais como os acidos linoléico, y-linolénico, eicosatriendico, araquidonico,
eicosapentaenodico (EPA). Além da importancia nutricional, estes acidos graxos também
apresentam importancia farmacéutica, sendo eles precursores de prostaglandinas,
prostaciclinas e leucotrienos (RICHMOND, 2004).

De acordo com Velasquez-Melendez et al. (1997) o consumo adequado de vitaminas e
minerais é importante para a manutencdo das diversas fungdes metabdlicas do organismo,
visto que eles participam de processos celulares relacionados ao metabolismo energético,
contracdo, reparagdo e crescimento muscular, defesa antioxidante e resposta imune. A ndo
ingestdo/absorcdo desses micronutrientes pode proporcionar um estado de caréncia
nutricional, e consequentemente algumas patologias. A composicdo média das principais
vitaminas e minerais encontradas na microalga S. platensis e em outros alimentos estdo

descritos nos quadros 4 e 5 respectivamente.
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Leite de vaca

Vitaminas Abreviagao S(.n?;;ggsgl)s ( meg;lggg) (m§/011(?09) Ov?r?](gj/el%gg)n ha
Acido ascérbico C 42.0-195,3 6 Tr 0
Calciferol D 12000 U ND ND ND
Tocoferol E 10-19 ND ND ND
Tiamina B1 0,8-154 0,29 0,66 0,1
Riboflavina B2 0,2-0,9 1,03 0,04 0,58
Nicotinamida B3 0,6-53 0,7 2,2 0,1
Piroxidina B6 0,3-4,0 Tr 0,03 Tr
Cianocobalamina B12 0,3-0,8 ND ND ND

Quadro 4 - Vitaminas identificadas na biomassa seca de S. platensis, no leite de vaca em p0, soja e no
ovo de galinha.

Fonte: Becker (1994); Brown et al. (1999); Babadzhanov et al. (2004); Franco (2004).

Tr—Tragos

ND — Néo determinado

Leite de vaca

. . X S. platensis . Soja Ovos de galinha
Minerais Abreviacao (rr?g/lOOg) ( rﬁ(;lggg) (mg/lJOOg) (mg/l%Og)

Célcio Ca 4.000 890 206 42

Ferro Fe 1.060 0,5 131 1,6
Potéassio K 15.200 1.132 1.922 150
Magnésio Mg 4.800 77 242 13
Manganés Mn 26 Tr 2,87 Tr
Molibdénio Mb 1,50 ND ND ND

Quadro 5 - Minerais identificadas na biomassa seca de de S. platensis, no leite de vaca em po, soja e
no ovo de galinha.

Fonte: Becker (1994); Brown et al. (1999); Babadzhanov et al. (2004); Franco (2004).
Tr —Tracos
ND — N&o determinado

Em relagdo as suas caracteristicas organolépticas, a Spirulina quando seca apresenta
odor de peixe seco, quando fresca, praticamente ndo tem odor nem sabor. Adicionada a
qualquer alimento, em pequenas propor¢des ela pode potencializar ou néo alterar o sabor do

alimento e a sua cor verde pode realcar o visual de alguns alimentos (BORJA, 2007).
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3.6 Legislacéo

A Spirulina esté legalmente autorizada como alimento ou complemento alimentar na
Europa, Japdo e costa asiatica do Pacifico. Ja nos Estados Unidos, em 1981, a FDA (Food and
Drug Administration) determinou que por ser uma boa fonte de nutrientes, pode ser
comercializada legalmente como complemento alimenticio (HENRIKSON, 1994).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite a sua
comercializacdo desde que o produto final (capsula, pé ou produtos no qual o microrganismo
tenha sido adicionado) esteja devidamente registrado. A Spirulina tem sido empregada,
basicamente, na producdo de cépsulas destinadas a dieta de emagrecimento (HENRIKSON,
1994), mas seu campo de utilizacdo estd ampliando-se, sendo indicada como auxiliar de

tratamento por médicos homeopaticos, oncologistas, entre outros.

3.7 Desidratacdo da biomassa

A desidratacdo (secagem) é uma operacao bastante difundida para a preservacao de
produtos alimenticios, sendo definida como a remocdo de liquido de um sdélido por
evaporacdo. Este processo confere estabilidade fisico-quimica e microbioldgica ao produto,
prolongando sua vida Util e viabilizando sua utilizagcdo na formulacdo de varios produtos.

Diversos métodos de secagem tém sido extensivamente utilizados para a secagem de
biomassas das microalgas, incluindo atomizacdo (spray dryer), secador de cabine,
liofilizadores e secagem ao sol. Durante a secagem algumas mudancas importantes acontecem
como modificacOes estruturais e fisico-quimicas que afetam a qualidade do produto final
dependendo do processo utilizado, mas este deve preservar critérios de qualidade como cor,
qualidade nutricional, forma ou textura. Segundo Morist et al. (2001) a liofilizacdo pode ser
considerada como um metodo de secagem de referéncia para cianobactérias, uma vez que nao
altera as suas propriedades nutricionais, sensoriais e fisico-quimicas além de ser, o produto
liofilizado, o0 que mais se assemelha a biomassa fresca.

A secagem ao sol é recomendavel em regides de clima seco, com boa irradiacéo solar
e escassa precipitacdo pluviométrica. Este tipo de secagem nédo é oneroso e ndo necessita de

mao-de-obra qualificada, mas apresenta desvantagens em relacdo a variagdes climéticas e o
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tempo de secagem; além disso, € mais susceptivel a contaminacdo e necessita de grandes
espacos e controle rigoroso de insetos e roedores. O local de secagem deve ser
preferencialmente cercado para evitar a presenca de animais e estar localizado longe das vias
de acesso para evitar a contaminacdo ambiental (SILVA, 2000). Neste método o concentrado
algaceo deve ser disposto em tabuleiros ou lonas, previamente higienizados, sobre cavaletes
ou armacoes, sobre pisos de cimento ou pedregulho, que irradiam melhor o calor e devem ser
organizados de maneira tal que permita a facil circulacdo de ar quente sobre eles (GAVA,
1998).

Os secadores de bandeja séo utilizados em pequenas escalas de produgéo (1 a 20 t/dia)
ou para trabalhos em escala-piloto. Possuem custos de capital inicial e de manutencéo baixos
e sdo flexiveis para operar com diferentes alimentos. No entanto, possuem um controle baixo,
resultando em produtos com uma qualidade varidvel se ndo houver uma distribuicdo de ar
adequada (FELLOWS, 2006). Séo construidos em forma de cdmara com isolamento externo,
que contem telas ou bandejas perfuradas, onde sera disposto o material a ser submetido a
desidratacdo. O seu mecanismo constitui o impulsionamento do ar por um ventilador,
passando por um sistema de aquecimento, entrando o ar aquecido, colocando-se em contato
sobre e/ou através de cada bandeja, permanecendo pelo tempo necessario. O tempo, a
temperatura e a velocidade do ar sdo variaveis, sendo regulados de acordo com o produto a ser
desidratado (FELLOWS, 2006; SILVA, 2000).

A liofilizacdo é o processo de desidratacdo do produto em condicdes de pressdo e
temperatura, onde a dgua previamente congelada passa do estado solido diretamente para o
estado gasoso (sublimacdo). Dependendo das condi¢cfes de temperatura e pressao, qualquer
substancia pode se apresentar sob um dos trés estados de agregacdo: sélido, liquido e gasoso.
Em um sistema de coordenadas cartersianas, a certa temperatura e pressao, poderemos ter o
chamado “ponto triplo” (figura 5). Nas temperaturas de pressdo mais baixas que esse ponto a
fase liquida deixa de existir e a substancia passa imediatamente do estado sélido para o
gasoso, e vice-versa, dependendo das condicdes.

O processo de liofilizacdo deve ser realizado em temperaturas abaixo do ponto triplo
da agua que é a 0 °C e 4,7 mm de Hg (FELLOWS, 2006; GAVA, 1998). A liofilizacdo da
biomassa de microalgas rompe as células e converte 0 material algaceo em um pd solto e
perfeito, fazendo outro tratamento desnecessario (MATA; MARTINS; CAETANO, 2010). A
desvantagem deste processo é devido ao seu custo elevado e necessidade de médo-de-obra
especializada.
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P solido

Figura 5 - Ponto triplo das substancias
Fonte: Gava (1998).

3.8 Custo de producéo

Em industrias especializadas em producdo de biomassa algal, o custo de producdo esta
em torno de US$ 8-15/Kg de biomassa seca de S. platensis (SILVA, 2008). Quando se trata
dos seus subprodutos como as ficobiliproteinas (pigmento), os precos variam de US$ 3-25/mg
e o pigmento purificado fica em torno de US$ 1.500/mg (SPOLAORE et al., 2006).0 custo da
producdo pode diminuir com a otimizagdo e/ou utilizagdo de meios de cultivos alternativos,
da utilizacdo de iluminacdo natural e de sistemas de movimentacdo que proporcione uma
adequada aeracdo e absorc¢do de luz pela célula. Outros fatores que influenciam o custo final

da biomassa seca séo o tipo de cultivo e 0 método se secagem.

3.9 Macarrao

O Brasil esta situado entre os cinco maiores produtores de macarrdo do mundo, além
de ser 0 2° maior consumidor desta massa, que ja faz parte até da cesta basica dos brasileiros.

Segundo dados da ABIMA (2007), o consumo médio de macarrdo no pais é 5,7Kg. No
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entanto, o valor nutricional deste alimento é deficitario, sendo um alimento rico em
carboidratos e deficiente em quantidade e qualidade protéica (NICOLETT], 2007).

A massa alimenticia ou macarrdo é definida como o produto ndo fermentado, obtido
pelo amassamento da farinha de trigo, da semolina ou da sémola de trigo com &gua,
adicionado ou ndo de outras substancias permitidas, e o macarrdo Umido ou fresco como
sendo o produto que pode ou ndo ser submetido a um processo de secagem parcial de forma
que o produto final apresente umidade méaxima de 35,0% (g/100g) (BRASIL, 2000), e vida de
prateleira em torno de 30 dias. E um alimento produzido com tecnologia simples e de baixo
custo, atrativo e de rapido preparo e apresenta-se disponivel em varios formatos, tamanhos e

cores.

3.9.1 Macarrao como alimento funcional

A desnutricdo e a méa nutricdo sdo problemas preocupantes que atingem desde paises
pobres até paises em desenvolvimento. A méa nutri¢do deve-se ao consumo de alimentos que
ndo atendem as necessidades basicas do ser humano. Além disso, existe uma demanda
crescente por alimentos funcionais que consumidos juntamente com uma dieta equilibrada
doencas sdo prevenidas e tratadas (OLIVEIRA, 2008). Esses alimentos funcionais devem
estar na forma de alimentos comuns, sendo consumidos como parte da dieta, produzindo
beneficios especificos a saide (AMBROSI et al., 2008). A industria de alimentos funcionais
vem utilizando microalgas na elaboracdo de massas, pées, iogurtes e bebidas, este mercado
apresenta rapido desenvolvimento em paises como Franca, Estados Unidos, China e Tailandia
(PULZ e GROSS, 2004), sendo a Spirulina e Chlorella as principais microalgas cultivadas
comercialmente para a adicdo em alimentos naturais mundialmente conhecidos como “health

food” (BECKER, 2004).

3.10 Avaliacéo sensorial

As técnicas de avaliacdo sensorial foram desenvolvidas a partir da necessidade de se
obter os precos para produtos como vinho, cha, café, manteiga, peixe, entre outros, onde eram

classificados com base na sua qualidade por um “expert” no produto. A preocupagao dos
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homens em relacdo a percepcdo de odores e sabores é documentada desde 300 a.C.
(PANGBORN, 1964).

Os testes sensoriais sdo incluidos como garantia de qualidade por serem uma medida
multidimensional integrada possuindo importantes vantagens, como a capacidade de
identificar a presenga ou auséncia de diferencas perceptiveis e definir caracteristicas
sensoriais importantes de um produto de forma rapida (MUNOZ; CIVILLE; CARR, 1992).
Sdo utilizados para provocar, medir, analisar e interpretar as reacfes produzidas pelas
caracteristicas dos produtos alimenticios ou ndo alimenticios, como elas sdo percebidas pelos
6rgdos da visao, olfato, gosto, tato e audicéo.

As propriedades sensoriais estdo relacionadas com a composi¢cdo quimica e
propriedades fisicas de um produto. Essas propriedades sdo percebidas pelo individuo como
atributos de aparéncia, odor, sabor e textura (MOLNAR; TOTH; BOROSS, 1993). Em
pesquisas que envolvem a avaliagdo sensorial dos alimentos sdo as analises mais importantes
no processo de desenvolvimento ou melhoramento de produtos. Os testes afetivos tém como
objetivo avaliar a resposta dos individuos com relacdo a preferéncia e ou aceitacdo de um
produto ou caracteristicas especificas do produto por consumidores habituais ou potenciais,
assegurando assim que sejam atendidas as expectativas do consumidor final (MEILGAARD;
CIVILLE; CARR, 1998; STONE; SIDEL, 1993).

De acordo com a ABNT (1993), a aceitabilidade de um produto é definida como o
grau de aceitacdo de um produto por um individuo ou populacdo em termos de propriedades
sensoriais. Com a aplicacdo da andlise de aceitacdo € possivel transformar dados subjetivos
em objetivos, e obter informacGes importantes sobre o grau com que as pessoas gostam ou
desgostam do produto analisado (SCHLICH, 1995).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Campus | da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), sendo o cultivo da Spirulina platensis executado na Unidade de Microplancton e
Cultivo de Microalgas do Laboratério de Estudos Ambientais (LEA/CCEN/UFPB). As
analises microbiologicas, fisico-quimicas e sensoriais foram realizadas nos Laboratérios de
Microbiologia de Alimentos, de Bioquimica de Alimentos e de Andlise Sensorial,

respectivamente, do Departamento de Engenharia de Alimentos (DEA/CT/UFPB).

4.1 Material bioldgico

A cepa da microalga Spirulina platensis foi obtida no banco de cultura de microalgas
do LEA. Esta espécie, quando cultivada em meio liquido e com agitacdo constante, apresenta

células individualizadas de coloracdo verde-azulada.

4.2 Desenvolvimento dos cultivos

4.2.1 Limpeza e esterilizacdo de materiais

A limpeza do material utilizado foi realizada de forma bastante criteriosa, para evitar
possiveis contaminagdes, de acordo com a metodologia proposta por Miller e Colman (1980),
a lavagem da vidraria foi realizada com detergente neutro, Carbonato de Sédio (Na,CO3) e
Acido Cloridrico (HCL) diluido, com enxagues sucessivos em agua corrente, apos adicio de
cada um desses compostos. O material foi seco em estufa a 40°C, em seguida esterilizado em
autoclave a 121 °C, por 15 minutos, conforme rotina do laboratério de Cultivo de Microalgas

do LEA. Materiais em latex, silicone e polietileno foram esterilizados em camara UV.
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4.2.2 Meio para o cultivo

O meio padrdo para cultivo de Spirulina foi o de Zarrouk (1966) (Quadro 6), cuja
principal caracteristica € fornecer entre outros nutrientes, carbono inorganico introduzidos nas
formas de NaHCO; e Na,CO; que se convertem em CO, utilizado na fotossintese
(VONSHAK, 1997).

Agua destilada

Solucdo de trabalho Quantidades
1 KNO; 15,0 g em 200 ml
2 NaCl 33,0 g em 200 ml
3 MgSQ, . 7TH,0O 1,50 g em 200 ml
4 K,HPO, 1,50 g em 200 ml
5 CaCl,. 2H,0 0,58 g em 200 ml
6 Na,EDTA 6,40 g em 100 ml
7 FeSO, . TH,O 0,50 g em 100 ml
8 H3BO; 1,142 g em 100 ml
9 Solugdo mista *

*Solugdo mista Quantidades
CO(N03)2 . 6H,0 0,049 g
MnCl, . 4H,0 0,144 ¢
ZnSQ, . 7TH,0 0,882 ¢
CuSO;, . 5H,0 0,0157 g
MoO; 0,071 ¢

100ml

Preparacdo de 1,0 litro de meio de cultura (dgua destilada)

A - Dissolver em 600 ml de agua destilada 15,0 g de NaHCOs e 2,0 g de Na,COs.
B - Acrescentar 10,0 ml das solugbes 1, 2, 3,4 e 5.

C - Acrescentar 1,0 ml das solugdes 6, 7, 8 e 9.

D - Completar o volume a 1.000 ml.

Quadro 6 - Composicao do meio de cultura para Spirulina utilizado nesta pesquisa.
Fonte: Zarrouk (1966).

4.2.3 Condicdes de cultivo

Os cultivos da microalga Spirulina platensis em fotobiorreator e tanque de cultivo
continuo foram desenvolvidos na Unidade de Microplancton e Cultivo de Microalgas do
LEA. Os cultivos foram realizados em ambiente climatizado com temperatura de 28 + 3 °C,

sistema de iluminacdo fornecido por lampadas fluorescentes 40W (4,5 + 0,3 Klux) tipo luz-




53

do-dia e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, controlado por fotocélula externa. A agitacéo
foi realizada pela injecdo continua de ar num fluxo de 2,0 mL.min™* por bombas de diafragma

para o fotobiorreator e compressor para o tanque de cultivo.

4.2.4 Curva de crescimento

A curva de crescimento da espécie foi acompanhada por fluorescéncia “in vivo” em
fluorémetro Turner Design, modelo 10005R, medidas de densidade Optica a absorbéncia de
570 nm em espectrofotdmetro Micronal B382, e por contagem celular em cémaras
Sedgewick-Rafter em microscopio binocular Leica. Esses procedimentos foram realizados
diariamente, a cada 24h, a partir da fase de inoculacdo da cepa no meio de cultura. Cada
variavel foi analisada em triplicatas com trés réplicas cada para cada uma das condicGes
experimentais de cultivo. Os cultivos foram inoculados com densidade celular inicial de

aproximadamente 3,0 x 10 cel.mL™.

4.2.5 Tempo de cultivo

Foi determinado com base no nimero de dias decorridos desde a inoculacdo até o

periodo o qual foi alcancada a densidade celular maxima

4.2.6 Taxa de crescimento

A taxa de crescimento (L), expressa em numero de divisdes celulares.dia™, foi
calculada segundo a equagéo:
K = (log,Nt - logoNt — 1)/ At
Onde:
Nt = numero de células no tempo em dias;
Nt —1 = namero de células no tempo t - 1;

At = tempo decorrido entre as observacdes em dias.
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4.2.7 Densidade celular maxima (DCM)

Foi definida como o valor méximo obtido em numero de células por mililitro, no final

de cada cultivo.

4.2.8 Produtividade

Foi definido como o valor da biomassa seca em gramas por litro de cultivo.

4.2.9 Obtencéo de biomassa seca

O design experimental adotado nessa parte da pesquisa esta representado na figura 6.
Inicialmente, a cepa da microalga foi acondicionada na camara de cultura de microalgas do
LEA/UFPB em condigdes pré-estabelecidas, mas sem aeracdo. O cultivo foi iniciado
adicionando-se 1 mL da cepa da microalga em erlenmeyers de 250mL, contendo 100mL de
meio Zarrouk. Apds 7 dias adicionou-se os 100mL do concentrado algaceo a 400mL de meio
Zarrouk. Passados 5 dias, quando a biomassa ja estava densa, o volume total do concentrado
algaceo obtido foi transferido para 320L de meio Zarrouk constituido com agua mineral em
caixa brasilit com capacidade para 500L revestida internamente com lona de polietileno
atoxico. Apos homogeneizagdo desse material por injecdo de ar comprimido duas aliquota de
10 L foram retiradas e transferidas para 2 fotobiorretores com capacidade para 12 L cada.

Foram realizados trés ensaios simultaneos para producao de biomassa visando analisar
a diferenga na composicdo bioquimica e no rendimento final da biomassa entre eles. O
primeiro ensaio foi realizado com os cultivos em fotobiorreator fazendo a colheita em
diferentes fases da curva de crescimento (fase exponencial e estacionaria); o segundo ensaio,
realizado para comparar o cultivo utilizando fotobiorreator e tanque de cultivo continuo e o
terceiro ensaio para avaliar dois métodos de secagem da biomassa (liofilizacdo e secagem em

estufa). O procedimento adotado nessa fase da pesquisa se acha sumarizado na figura 7.



Fotobiorreator
10L cada

25 dias
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100 mL de meio Zarrouk
+

Inoculo de S. platensis

7 dias

s
|

400 mL de meio Zarrouk
+

100 mL concentrado de S. platensis

ﬂ 5 dias

ﬂ

Homogeneizacgao

Colheita

Colheita

320 L de meio Zarrouk
+

500 mL concentrado de S. platensis

Tanque de cultivo
300 L

ﬂ 15 dias

Colheita

Figura 6 - Fluxograma representativo do preparo do cultivo para producdo de biomassa de S. platensis
em fotobiorreator e tanque de cultivo continuo.



56

25 dias | ' 15 dias

\de cultivo / \de cultivo / 15 dias de cultivo

Liofilizacdo Liofilizacdo Liofilizacdo Secagem em estufa

.
¥

Testar diferentes
tipos de secagem

Testar diferentes
formas de cultivo

Testar diferentes
estagios de colheita

Figura 7- Fluxograma representativo dos ensaios realizados com cultivo S. platensis.

Como o material liofilizado sofre poucas alteracbes em suas propriedades fisico-
quimicas, além de ser, o que mais se assemelha a biomassa fresca (MORIST et al., 2001)
optou-se por utiliza-lo nos testes entre a diferenca no periodo de colheita e tipo de cultivo,
garantindo assim que ndo houvesse interferéncia do método de secagem nos resultados
obtidos.

4.2.10 Colheita e filtracao

Quando os cultivos atingiram o ponto de corte (fase exponencial e estacionaria), o
material foi filtrado por gravidade (filtracdo direta) em tela de nylon com abertura de malhas
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de 20 pum, seguida de prensagem conforme metodologia desenvolvida por Barros e Sassi
(2007).

4.3 Metodos de secagem

A biomassa algal filtrada foi submetida a dois métodos de secagem: liofilizacdo e
dessecacdo em estufa para remocao/reducéo da umidade do produto a um nivel desejado. Para
a biomassa liofilizada, o material inicialmente filtrado foi congelado a uma temperatura de
aproximadamente — 40 °C por 8 horas. Em seguida, o material foi levado ao Liofilizador por
um periodo de 2 hora para cada milimetro de espessura do material. A liofilizacdo foi
realizada a uma temperatura de - 40 °C, pressdo de 0,0966 mmHg e percentual de vacuo de
99,99 em Liofilizador Terroni modelo LS3000. Apds a liofilizagdo, a biomassa é convertida
em um po solto e uniforme, tornando desnecessario outro tratamento (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2010).

A secagem por dessecacao foi realizado em estufa com circulagdo forcada de ar, onde
uma fina camada (1,0 cm de espessura) da biomassa filtrada foi colocada em uma tela de
nylon para que o ar quente, que é insuflado com velocidade de 30m/min por meio de um
sistema de ductos, promovesse uma distribuicdo uniforme de ar sobre, sob e através do
produto. O tempo e temperatura ideais foram determinados pela analise da curva de secagem.
Depois de seca, a biomassa foi triturada em multiprocessador (Multiprocessador BLD300 da
Cadence) para formagéo da farinha.

A curva de secagem foi construida com as temperaturas de 55, 60, 65 e 70 °C, em
estufa de circulagdo forcada, até as amostras apresentarem peso constante. Foram utilizados
5,0 g da amostra filtrada, moldada em camada de 1,0 cm de didmetro em tela de nylon, todas
em triplicata. As leituras de perda de peso de cada amostra foram realizadas em intervalos
regulares de 30 min até atingirem peso constante. Os resultados das analises foram extraidos
das curvas de secagem de umidade adimensional das amostras (X/Xo) em fung¢éo do tempo. O
periodo de taxa constante foi determinado pela sec¢do das curvas de secagem da umidade,
onde a declividade se mantinha constante, de acordo com a metodologia utilizada por Oliveira
(2006).
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4.4 Analise microbiologia

Foram realizadas andlises do Numero Mais Provavel de Coliformes Totais e
Coliformes Termotolerantes, Pesquisa de Salmonella, Contagem de Bacillus cereus e
Contagem de Stafilococcus coagulase positiva de acordo com as normas preconizadas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) com base na Resolugdo RDC N° 12, de
2 de Fevereiro de 2001 (BRASIL, 2001), utilizando a metodologia recomendada pelo
(BRASIL, 2003a). As analises foram realizadas no Laboratorio de Analises Microbiologia do
Departamento de Tecnologia e Quimica de Alimentos (DTQA/CT/UFPB).

4.5 Andlises fisico-quimicas

As anélises bioquimicas foram realizadas com a biomassa seca da S. platentis por
liofilizacdo ou gravimetria nas fases exponencial e estacionaria. A analise fisica foi realizada
com determinacdo do pH para acompanhamento do crescimento da cianobacteria durante o
tempo de cultivo. As analises fisico-quimicas seguiram procedimentos especificos ou
adaptados descritos na literatura utilizados nas analises de biomassa microalgal, sendo

realizadas trés repeticdes em triplicata.

4.5.1 Extrato seco total

Realizado pelo método gravimétrico de secagem direta em estufa a 105 °C, até peso
constante (BRASIL, 2005). Antes de se iniciar o processo de extragdo as amostras foram
submetidas a ultrassom por trés ciclos com duracdo de 8 minutos cada, em banho de 4gua com

gelo, para romper as células seguindo procedimento descrito por Derner (2006).
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4.5.2 Residuo mineral fixo

Utilizou-se o método de residuos por incineracdo direta em forno mufla a 550 °C apo6s
a carbonizacao da matéria (BRASIL, 2005).

4.5.3 Lipideos totais

Para a determinacdo do extrato etério foi empregando a técnica de extracdo direta em
Soxhlet (BRASIL, 2005). Anteriormente ao processo de extragdo, as amostras foram
submetidas a ultrassom por trés ciclos de 8 minutos de duracdo, em banho de 4gua com gelo,

para rompimento das células de acordo com procedimento descrito por Dener (2006).

4.5.4 Proteinas totais

Determinado com base no teor de nitrogénio total pelo método de Kjedahl, utilizando-
se o fator de correcdo 6,25 (BRASIL, 2005a).

4.5.5 Carboidratos totais

A determinacéo de carboidratos totais para a biomassa de S. platensis seguiu a técnica
adaptada de Kochert (1978). Foram pesados 5,0 mg de amostra das biomassas secas
submetendo-as & hidrolise alcalina com 4,0 mL de Hidréxido de Sdédio 1,0 N a 100 °C em
banho-maria durante uma hora. Apos resfriamento a temperatura ambiente as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min. Realizada a extra¢ao, 500 puL do extrato alcalino
obtidos foram transferidos para os tubos de ensaio, adicionando em seguida 1,0 mL de
Hidréxido de Sodio 1IN e 500 pL de fenol a 4 %. Passados 30 minutos de repouso,
acrescentou-se 2,5 mL de Acido Sulfdrico concentrado. Apés resfriamento a temperatura

ambiente, foi realizada leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a um comprimento de
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onda de 485 nm. A curva padrdo (Apéndice) foi preparada a partir de uma solugdo de Glucose
anidra de concentragdo igual a 400 ug/mL, realizando um gradiente de concentracdo de O até
320 pg/mL.

A determinacdo de carboidratos para o macarrdo enriquecido com biomassa de

Spirulina foi determinado pelo método de glicidios totais em glicose (BRASIL, 2005).

4.5.6 Quantificacdo da energia fornecida

O valor energético total foi calculado pela somas das multiplicacbes dos
macronutrientes pela quantidade de energia fornecida por cada um (% carboidratos x 4 Kcal +
% proteinas x 4 Kcal + % lipideos x 9 Kcal), expressando o valor em Kcal/100g (BRASIL,
2003b).

4.5.7 Determinacdo do pH

O pH dos cultivos foi determinado diariamente por processo eletrométrico em

potencidmetro portatil HI 9025 (Hanna Instrumentes).

4.6 Producéo do macarrao

O macarrdo massa fresca tipo espaguete foi produzido no laboratério de Panificagdo
do DEA/CT/UFPB, em diferentes concentracdes de biomassa seca de S. platensis obtida do
tanque de cultivo e seco em estufa, sendo estas, 5, 10 e 15 %. Para a formulagdo do macarrdo
foi utilizada a biomassa de S. platensis, ovo de galinha, farinha de trigo especial sem
fermento, 6leo e &gua. As quantidades utilizadas estdo dispostas na tabela 1.

Todos os ingredientes foram colocados na extrusora de massa modelo Buona Pasta
(Mallory) onde foram misturados mecanicamente e em seguida extrusado. Por se tratar de
massa fresca, foi preparada momento antes da andlise sensorial. As etapas do processo de

producdo do macarrdo enriquecido com biomassa de S. platensis estdo dispostas na figura 8.
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Tabela 1 - Formulacdo do macarrdo com diferentes concentracBes de biomassa de S. platensis, em
quantidades percentuais com base no total de farinha de trigo mais biomassa.

INGREDIENTES 5% 10% 15%
Farinha de Spirulina (g) 16,5 33 49,5
Farinha de trigo (g) 313,5 297 280,5
Ovo de galinha (und) 1 1 1
Oleo (ml) 5 5 5
Agua (ml) 100 100 100
Sal (9) 2 2 2

Farinha de Spirulina

!

v

Andlise Microbiol6gica e
Fisico-quimica

Pesagem dos ingredientes

!

Mistura dos ingredientes (p6)

!

Homogeneizacédo
(Adicéo dos ingredientes liquidos)

!

Amassamento

!

Extrusdo

!

Secagem

)

Acondicionamento

!

Cozimento

!

Analise Sensorial

v

Anaélise Microbioldgica e
Fisico-quimica

Figura 8 - Fluxograma representativo da producdo do macarrao.



62

4.7 Avaliacéo sensorial

Foram realizados os testes sensoriais de Aceitacdo e Intencdo de Compra. Para a
selecdo dos provadores foi utilizado como critério o consumo do produto analisado
(macarréo) e a disponibilidade para a realizacdo do teste. A cada provador foi apresentado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo) autorizando sua participagdo voluntaria
na pesquisa. Este formulério dispde da abordagem da natureza da pesquisa, objetivos,
finalidade, potenciais riscos e/ou incbmodos. A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/HULW da
Universidade Federal da Paraiba em reunido realizada no dia 26/01/2010 sobre protocolo
CEP/HULW n°024/10 (Anexo).

Foram selecionados 58 provadores, de ambos 0s sexos. Para a realizacéo dos testes de
avaliacdo sensorial, as amostras de macarrdo foram cozidas “al dente” em 4gua com sal na
proporc¢do de 1 L de &gua potéavel para 100 g de massa fresca e 2 g de sal de cozinha (Figura
9). Foram servidas, aproximadamente, 25 g de cada amostra com molho de tomate
industrializado, na temperatura usual de consumo (aproximadamente 50 °C) em pratos
plasticos acompanhados de um copo com agua mineral, biscoito, guardanapo de papel e ficha
de avaliacdo sensorial (Apéndice A e B). As amostras foram avaliadas em uma Unica sessao,
segundo um delineamento de blocos completos casualizados, sendo apresentados de forma

monadica e com codigos de trés nimeros aleatorios.

4

com 10 % de Spirulina ' Macarrdo com 15 % de Spirulina
-

Figura 9 - Preparo das amostras utilizadas na analise sensorial.
Fonte: Prépria.
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Os produtos foram avaliados no teste de Aceitacdo com relacdo aos atributos:
aparéncia, odor, textura, sabor, e avaliagdo global, utilizando escala hedonica de 9 pontos (de
1 = desgostei muitissimo a 9 = gostei muitissimo) (STONE; SIDEL, 1993). No teste de
Intencdo de compra utilizou-se uma escala hedoénica de cinco pontos, variando de “compraria”
(5) a ‘ndo compraria” (1).

Além das questbes relacionadas a avaliacdo dos produtos, os provadores tambem
foram indagados sobre a frequéncia de consumo mensal de macarrdo, considerando o
consumo de 1 a 2 vezes por més “pouco”, de 3 a 4 vezes “moderado”, 5 a 8 vezes “muito” e
mais de 8 vezes por més “sempre” (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1998).

O indice de aceitabilidade (1A) foi calculado considerando como 100% a maior nota
alcancada na avaliagdo global dos produtos analisados e adotando como critério para a
classificacdo satisfatdria o indice de aceitacdo igual ou superior a 70% (TEIXEIRA; MEINERT;
BARBETTA, 1987). Para este calculo adotou-se a seguinte expressdo matematica:

IA=AXx100
B
Onde:

A = Nota média obtida
B = Nota maxima dada ao produto

O percentual de aceitacdo, indiferenca e rejeicéo para cada atributo, foram calculados
a partir dos resultados obtidos na avaliacdo do teste de Aceitacdo utilizando os 9 pontos da
escala hedbnica. A aceitacdo foi calculada pelo somatorio dos percentuais dos escores de
“gostei ligeiramente” (6) a “gostei muitissimo” (9), a indiferenca ¢ igual ao percentual obtido
no escore “nem gostei/nem desgostei” (5) e a rejeicdo foi calculada pelo somatério dos

percentuais dos escores de “desgostei ligeiramente” (4) a “desgostei muitissimo™ (1).

4.8 Analise estatistica

Os dados da curva de crescimento e rendimento final dos cultivos da S. platensis, a
composigdo centesimal da S. platensis e do macarrdo enriquecido com a biomassa e a
avaliacdo sensorial do macarrdo foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o

programa Statistica 7.0, com 5% de nivel de significancia. Quando ndo foi possivel aplicar
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testes paramétricos, foram utilizados testes ndo paramétricos seguindo as recomendacdes de
Sokal e Rohlf (1983). A homocedasticidade das variancias de todos os pardmetros da S.
platensis e do macarrdo analisados foi confirmada utilizando o teste de Levene. Foi aplicado
teste de Mann-Whitney para comparar as diferencas nas médias das curvas de crescimento da
S. platensis entre os dois tipos de cultivo e nos rendimentos finais entre os tipos de cultivo e
entre a fase de crescimento (exponencial e estacionaria). Os meétodos de avaliagdo do
crescimento da S. platensis no tanque de cultivo e fotobiorreator foram comparados por teste
de Correlacdo de Spearman. As médias das variaveis da composicdo centesimal da S.
platensis medidas nos diferentes tipos de cultivo e método de secagem foram comparadas por
andlise de variancia (ANOVA) e teste HSD de Tukey e a composicdo centesimal e avaliacdo
sensorial do macarrdo nas diferentes formulacfes foram analisadas por analise de variancia
(ANOVA) e teste de Duncan.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagao do crescimento

As curvas de crescimento obtidas nos cultivos de S. platensis efetuadas em
fotobiorreator e tanque de cultivo estdo apresentadas abaixo (Figuras 10, 11, 12). As analises
estatisticas demonstraram que os trés méetodos de avaliacdo do crescimento de Spirulina nas
duas condigdes experimentais de cultivo diferiram significativamente entre si (Mann-
Whitney, p < 0,05). Apesar da concentracdo celular do inoculo inicial ter sido igual para 0s
dois tipos de cultivos, pode-se observar que a partir do 3° dia os dados de fluorescéncia “in
vivo”, densidade otica e numero de células comegaram a diferenciar-se, apresentando, no
tanque de cultivo uma velocidade de crescimento mais acentuado inicialmente, mas sendo
ultrapassado pelo fotobiorreator por volta do 9°-10° dia. A taxa de crescimento maximo

(Tabela 2) obtida pelo cultivo em tanque foi no 4° dia e para o fotobiorreator, no 5°.
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Figura 10 - Curvas de crescimento da S. platensis em tanque de cultivo e fotobiorreator obtidas por
fluorescéncia “in vivo”. Média &+ Desvio Padrao.



66

0,9 ¢
0,8 } .
0,7 } B
0,6}

0,5}

o
I

o
w

o
(N

o
=

FoTanque de Cultivo
Fotobiorreator

1° 3° 5° 7° 9° 11° 13° 15° 17° 19° 21° 23° 25°

WU 0/ ®© BIuRa0sqyY
o
(=}

Dias

Figura 11 - Curvas de crescimento da S. platensis em tanque de cultivo e fotobiorreator obtidas por
medidas da densidade 6tica. Média + Desvio Padréo.
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Figura 12 - Curvas de crescimento da S. platensis em tanque de cultivo e fotobiorreator obtidas com
base na contagem celular. Média + Desvio Padrdo.
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Tabela 2 - Taxa de crescimento de S. platensis em fotobiorreator e tanque de cultivo, baseadas na
contagem celular.

Tempo (dias)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Fotobiorreator
Cél/mL x10®° 0,28 048 0,78 1,25 2,18 3,69 4,90 8,48 10,98 14,39 17,86 18,37 20,36 25,91
Vi 0,74 0,71 0,69 0,80 0,76 0,41 0,79 037 0,39 031 0,04 0,15 0,35

Tanque de cultivo
Cél/mLx10®° 0,28 048 0,76 1,66 2,89 4,94 7,72 9,09 10,90 11,46 1532 1545 14,57 20,73
p* 0,74 069 1,12 0,80 0,77 0,64 0,24 0,26 0,07 042 0,01 -0,08 0,51

Cél.mL™.10° = células por mililitro
*W: expressa em ndmero de divisbes celulares por dia

No momento da primeira colheita (15° dia) foi determinada a densidade celular
méaxima dos cultivos em fotobiorreator e no tanque, verificou-se diferenca significativa entre
os resultados, sendo maior no fotobiorreator (Mann-Whintney, p < 0,05; Figura 13). Na
segunda colheita realizada, no 25° dia (fase estacionaria) no cultivo em fotobiorreator, obteve-
se um rendimento celular significativamente maior que no 15° dia (Mann-Whintney, p<0,05;
Figura 14).

Os valores de biomassa seca (produtividade) obtidos em cada colheita foi de 0,52 g/L
para o tanque de cultivo, 0,74 g/L no fotobiorreator para a fase exponencial e 1,41 g/L na fase
estacionaria. Valores superiores aos encontrados nesta pesquisa foi obtido por Oliveira et al.
(1999) cultivando S. platensis em meio Paoletti, que atingiu produtividade de 2,4 g/L. Olguin
et al. (2001), em cultivo de Spirulina sp. enriquecido com dejetos suino encontraram valores
de 0,67 e 0,77 g/L sendo estes resultados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa quando
colhidos em fase exponencial. Pelizer et al. (2003) alcangaram produtividade de 1,3 g/L em
cultivo com S. platensis, valor semelhante ao encontrado na colheita em fase estacionaria.

Lourenco (2006); Chisti (2007); Ugwu, Aoyagi e Uchiyama (2008) atribuem a elevada
produtividade em cultivos com fotobiorreator ao controle das trocas gasosas entre o cultivo e
o0 ar atmosférico e a reducdo da contaminagdo e das perdas por evaporacao. Nesse sistema de
cultivo € possivel alcangar uma produgéo de biomassa seca da ordem de 5 a 10 g/L para varias
especies cultivadas em regime de batelada e comparando-o a um cultivo em lagoa aberta, a

produtividade pode ser até treze vezes maior.
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Figura 13 - Densidade celular maxima da S. platensis cultivada em fotobiorreator e tanque de cultivo,
com a biomassa colhida durante a fase exponencial de crescimento. Média = Desvio Padrao.
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colhida durante as fases crescimento exponencial e estacionaria. Média + Desvio Padrao.
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Apesar da eficiéncia e da produtividade ser maior em fotobiorreator do que em
tanques, os custos sdo mais elevados sendo tais aparelhos mais empregados para producédo de
compostos com elevado valor comercial (TREDICI, 2004); ja os tanques abertos sdo
diretamente afetados por fatores como variacdo de temperatura, iluminacéo e evaporagdo do
meio (LOURENCO, 2006). De acordo com Derner (2006), a produtividade entre as fases de
crescimento deve ser maior na fase estacionaria da curva visto que o crescimento apresenta
maior densidade celular e conseqlientemente maior biomassa por volume de cultura. As
curvas de crescimento analisadas com base na fluorescéncia “in vivo”, densidade otica e
contagem de células exibiram a mesma tendéncia, apresentando indices de correlagdo
superiores a 0,98 tanto para o tanque de cultivo quanto para fotobiorreator evidenciando alta
semelhanca entre estes trés métodos de avalia¢fes de crescimento (Correlacdo de Spearman, p
< 0,05; Tabela 3).

Tabela 3 - Indice de Correlacdo de Spearman entre as medidas diérias de crescimento da S. platensis
obtidos dos cultivos em fotobiorreator e tanque de cultivo.

Tipos de Cultivo Cont. X Fluor Cont. X DO Fluor X DO
Fotobiorreator 0,98 0,98 0,99
Tanque de Cultivo 0,98 0,98 0,99

Cont. = contagem celular (cél/ml); Fluor = fluorescéncia (UF); DO = densidade 6tica (absorbancia
a 570 nm).

O pH médio inicial das culturas foi de 8,78 + 0,08 no tanque de cultivo e 8,80 + 0,05
no fotobiorreator, aumentando gradativamente ao longo do desenvolvimento de forma similar
para ambos 0s tipos de cultivo. No momento da colheita da biomassa, na fase exponencial, o
pH médio no tanque de cultivo foi 9,63 £ 0,02 e 9,73 £ 0,01 no fotobiorreator. Durante a fase
estacionaria, no cultivo em fotobiorreator, houve uma elevagéo acentuada do pH que atingiu
10,96 + 0,06 no 25° dia como apresentado na figura 15.

O aumento do pH com o crescimento celular pode ser explicado pelo consumo da
fonte de carbono durante os cultivos. Em meio aquoso o carbono inorganico pode estar na
forma de CO2, H2COs (acido carbénico), HCO3™ (bicarbonato) ou COgz> (carbonato) e suas
proporcoes dependem do pH (ESTEVES, 1988). De acordo com Goldman, Dennett e Riley
(1982), além do carbono inorganico, outro nutriente que pode elevar o pH ¢é o nitrato, visto

que, quando consumido, libera hidroxila no meio de cultivo.
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Figura 15 - Variagdo do pH durante o cultivo da S. platensis em fotobiorreator e em tanque de
cultivo.

A forma de carbono mais assimilada pelas cianobactérias € o bicarbonato (MILLER e
COLMAN, 1980). Os ions bicarbonato do meio de cultura sdo transportados ativamente para
o0 interior das células, onde sdo convertidos a ions carbonato e gas carbonico, sendo este
ultimo utilizado na fotossintese e o carbonato liberado para o meio (FERRAZ, 1986).

Com o aumento do pH ao longo do crescimento, a quantidade de ions bicarbonato
consumida também tende a aumentar, com consequente reducdo da concentracdo de
carbonato total. Na medida em que o valor do pH se aproxima de 11 (final do cultivo), a
absorcdo da fonte de carbono inorgénico é dificultada. Segundo Russel (1982) e Binaghi et al.
(2003) em valores de pH acima de 10,2 o carbonato é a forma predominante e o bicarbonato
existente reduz gradativamente. Quando o pH atinge 10,5, a concentracdo celular tende a

estabilizar ou mesmo decrescer (DANESI, 2001).
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5.2 Curva de secagem

Na figura 16 estd a representacdo grafica das curvas de secagem da biomassa de S.
platensis desidratada em estufa de circulacdo forcada. O processo de secagem ocorreu com
periodo de taxa decrescente para as quatro condi¢fes de temperaturas ensaiadas (55, 60, 65,
70 °C) e apresentaram-se de forma bem definida indicando uma condicdo de homogeneidade
no secador. O periodo de taxa constante indica o final do periodo de secagem.
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Figura 16 - Cinética de secagem da biomassa de S. platensis para quatro temperaturas de secagem.

Analisando as curvas de secagem da figura 17, observou-se que a cinética de secagem
é fortemente influenciada pela temperatura, visto que a aplicagcdo da temperatura mais elevada
(70 °C) reduziu significativamente o tempo necessario para a secagem da biomassa,
diminuindo de 10,5 na temperatura mais baixa (55 °C) para 3,5 horas. Para essa pesquisa foi

escolhida a temperatura de 65 °C como ideal para a secagem da biomassa em virtude da
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variavel tempo X temperatura, j que a esta temperatura foram necessérias apenas 4 horas

para a secagem do material, 30 minutos a mais que a temperatura de 70 °C.

5.3 Analise microbiologica

Em virtude da necessidade do controle sanitario, com vistas a qualidade
microbioldgica dos produtos alimenticios e a protecdo da saude da populacdo, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria), Resolucdo RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001), estabelece os padrdes microbioldgicos sanitarios para alimentos que estdo
descritos nas tabelas 4 e 5 juntamente com os resultados obtidos nas analises microbiologicas

da biomassa de S. platensis e dos macarrdes respectivamente.

Tabela 4 - Avalia¢des microbioldgicas da biomassa de S. platensis e seu padrdo microbiologico.

Coliformes a Staphylococcus Bacillus

45°Clg Salmt()B?:llés?IZSg Coag.positival/g cereus/g

(NMP/g) g (UFClg) (UFClg)

S. platensis Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
PM 10 Auséncia 5x10° 5x10°

NMP/g = Nimero mais provavel por grama; UFC/g = Unidades Formadoras de Coldnias por grama e
PM = PadrBes Microbioldgicos referentes a RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

Tabela 5 - AvaliacGes microbiologicas do macarrdo enriquecido com S. platensis em diferentes
concentragdes e seu padrdo microbiologico.

Staphylococcus

Coliformes a 45°C/g  Salmonella sp/25g Bacillus cereus/g

Macarréo (NMP/g) (UFClg) coagu}alleE ggs)itiva/g (UFC/g)
5,0% Sp <2,0x10 Auséncia <10x10 <3,0x10
10,0% Sp <25x10 Auséncia <10x10 <2,0x10
15,0% Sp <1,0x10 Auséncia <2,0x10 <3,0x10
PM 10? Auséncia 5x10° 5x10°

NMP/g = NUmero mais provavel por grama; UFC/g = Unidades Formadoras de Coldnias por grama;
Sp= Spirulina platensis e PM = Padrdes Microbioldgicos referentes a RDC n° 12 de 2 de janeiro de
2001 (BRASIL, 2001).
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As anélises microbiolégicas da biomassa ndo apresentaram desenvolvimento dos
microrganismos pesquisados, estando dentro dos padrfes aceitaveis para consumo humano,
com isso esta apta para ser utilizada na elabora¢do do macarrdo. A auséncia de contaminacao
na biomassa pode ser atribuida ao controle de qualidade durante o cultivo, colheita e secagem
do material bioldgico, além das condigdes de cultivo como temperatura e pH.

De acordo com os resultados das analises microbioldgicas do macarrdo descritos na
tabela 5, todas as formulacdes estdo dentro dos padrdes aceitaveis para consumo humano, de
acordo com a legislacdo vigente (BRASIL, 2001), indicando que a matéria prima e o
macarrdo foram processados em condi¢des adequadas, podendo ser empregados na analise

sensorial.

5.4 Composicao centesimal

A composicdo centesimal da cianobactéria S. platensis cultivada em fotobiorreator e
tanque de cultivo e seca em liofilizador e estufa de circulagdo forcada, apresentou diferenca
significativa para todas as variaveis (ANOVA, Teste HSD de Tukey, p < 0,05; Tabela 6), tais
diferencas ndo se tratam simplesmente de valores absolutos referentes a espécie determinada,
mas uma resposta relativa as variaveis empregadas, tais como, o sistema de cultivo, a
disponibilidade de nutrientes, o estado fisiolégico da cultura e a fase de crescimento
analisada.

O total de proteina encontrado na biomassa da S. platensis variou de 49,28 a 60,58%
em cultivos em fase exponencial e na fase estacionaria o percentual foi 10,43 em média. O
inverso foi observado para as variaveis de residuo mineral fixo (RMF), lipidios e carboidratos
estando as maiores concentragdes na biomassa que se encontrava na fase estacionaria. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por De Pauw; Morales e Persoone (1984) ao
relatarem que, geralmente, as culturas algaceas na fase de crescimento exponencial contém
mais proteina, enquanto as culturas na fase estacionaria tém mais carboidratos. Embora o teor
de lipideo na fase estacionaria tenha tido um acréscimo de aproximadamente 30% em relacao
a fase exponencial, € importante atentarmos para a qualidade do lipideo para definir o seu
valor nutritivo. De acordo com Cozza e Costa (2000) e Richmond (2004) a S. platensis € fonte

de acidos graxos poliinsaturados essenciais como acido y-linolénico e &cido linoléico.
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Tabela 6 - Valores médios das variaveis de composicao centesimal da S. platensis em diferentes tipos
de cultivo e método de secagem.

Spirulina platensis

Variaveis
FbLEX FbLEs TCLEX TCEEX
Umidade (%) 12,26°+0,72 12,430,54 11,64°+0,12 13,59%+0,23
RMF (%) 14,35%+0,6 35,25"+0,68 16,88%+1,58 15,36°+0,55
PTN (%) 54,19%3,64 10,43"°+2,38 53,94°+3,74 52,71%2,47
Lipidios (%) 1,72°+0,24 5,08"°+0,08 1,49°+0,13 1,56°+0,33
Carboidratos (%) 17,83%+1,45 36,83%°+3,40 16,96"+2,69 16,34°+1,76

Calorias (Kcal/100g)  303,54°+11,45 234,74™°+20,69 297,03"+20,91 290,24°+17,70

RMF = residuo mineral fixo; PTN = proteinas totais; Kcal/100g = Kilocalorias por 100g do produto.
Média + desvio padrdo. Nas linhas, as médias seguidas de letras iguais, diferem significativamente.

O percentual calérico da S. platensis ndo difere significativamente quando se compara
0 tipo de cultivo e 0 método de secagem, mas apresenta menos calorias quando a biomassa é
colhida na fase estacionaria de crescimento. Esta diferenca caldrica se deve a diminuicao
abrupta da proteina (80%) e aumento do percentual de carboidrato (48%) e lipideo (34%).

Os valores da composicéo centesimal da biomassa na fase exponencial do crescimento
encontrados nesta pesquisa quando comparados com outras pesquisas, mostram que existe,
em sua grande maioria, uma concordancia na caracterizacdo dos diferentes componentes
qguimicos da cianobactéria. Donato et al. (2010) (ndo informada as condi¢bes de cultivo)
encontraram  59,65% de proteina, 3,29% de lipideo, 11,72% de carboidrato, 7,81% de
umidade e 17,53% de RMF na S. platensis. Huang (2006) encontrou valores de proteina
62,43%, carboidrato 3,47% e lipideos 17,3% para cultivo em meio Zarrouk enriquecido com
enxofre. Volkmann (2006), avaliando a S. platensis cultivada em diferentes meios (utilizando
como base 0 meio Paoletti) encontrou um conteudo de proteina de 56,17% no cultivo em agua
de descarte de desalinizador e 48,59% na cianobacteria cultivada em agua salinizada com
NaCl.

Ao se analisar a composicao dos cultivos colhidos na fase exponencial e estacionaria é
notdria que embora a fase estacionaria apresente um maior rendimento final, este periodo para
a colheita so seria viavel se o interesse em seu cultivo fosse o fornecimento de lipidios,

carboidrato ou minerais, podendo esses valores, serem incrementados com a aplicacdo de
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estresse fotico (periodo claro continuado) e/ou térmico, ja que o fator nutricional neste estagio
é limitante.

Em comparacdo com o tipo de cultivo, foi observado que apesar da analise da
composicao da S. platensis desenvolvida no fotobiorreator tenha apresentado valores maiores
que o cultivo em tanque, estes ndo diferiram estatisticamente, mesmo sendo o rendimento do
primeiro tipo de cultivo mais elevado, o custo de produgdo neste sistema é muito oneroso,
sendo 0 seu emprego viavel apenas para biocompostos que necessitem de um maior controle
dos fatores ambientais, e que apresentem um elevado valor comercial, como enzimas e
pigmentos. O mesmo se aplica ao tipo de secagem do material, visto que o método de
secagem no processamento € um fator determinante para o custo final da producdo. De acordo
com os resultados, o material liofilizado ndo diferiu do seco em estufa para as variaveis
analisadas, assim como o tipo de cultivo, 0 método a ser adotado dependera da finalidade da
producao.

A tabela 7 representa a composicdo centesimal da massa fresca em diferentes
concentracdes de S. platensis e da massa fresca controle (sem adicdo de biomassa). A
composicdo centesimal do macarrdo apresentou diferenca significativa entre as diferentes
formulagdes para as variaveis carboidrato, proteina e residuo mineral fixo (ANOVA, Teste de
Duncan, p < 0,05).

Tabela 7 - Valores médios das varidveis de composicdo centesimal do macarrdo e suas diferentes
formulaces.

FormulacGes

Variaveis
Controle 5,0% Sp 10,0% Sp 15,0% Sp
Umidade (%) 33,29+1,85 32,67+1,17 34,17+0,87 33,60+0,82
RMF (%) 0,67°+0,04 0,96°+0,08 1,35%+0,07 2,20°+0,27
PTN (%) 10,48%+0,48 11,67°+0,76 12,86°+1,00 14,68%°+0,55
Lipidios (%0) 2,64+0,06 2,59+0,07 2,60+0,08 2,63+0,05
Carboidratos (%) 53,11%+1,98 51,99°+1,98 49,58°+0,96 47,75%+1,02
Calorias (Kcal/100g) 277,36+7,32 278,4515,27 270,90+3,61 269,96+4,10

Sp = Spirulina platensis; RMF = residuo mineral fixo; PTN = proteinas; Kcal/100g = Kilocalorias por
100g do produto. Média + desvio padrdo. Nas linhas, as médias seguidas de letras iguais, diferem
significativamente.
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Os valores médios encontrados na determinacdo de umidade de todas as amostras de
massa fresca analisadas néo diferiram significativamente, variando entre 32,67 e 33,60% para
macarrdo acrescido de 5 e 15% respectivamente. A ANVISA por meio da RDC n° 93, de 31
de outubro de 2000, que rege os padrbes de identidade e qualidade de massa alimenticia,
determina que a umidade méxima permitida em massa fresca é de 35% (BRASIL, 2000),
estando assim, todas as formulag@es dentro dos pardmetros pré-determinados.

Maluf et al. (2010) ao determinarem o percentual de umidade da massa de macarréo
fresca enriquecida com pacu (Piaractus mesopotamicus) defumado, encontraram o valor de
32,37%, ja Aquino et al. (2008) avaliando a composi¢do centesimal de trés concentracdes de
ovo integral desidratado de avestruz em massa fresca tipo espaguete, encontraram valores
entre 28,39 a 32,57%, estes valores sdo inferiores aos relatados neste trabalho.

As analises de residuo mineral fixo apresentaram diferenca significativa entre todas as
amostras analisadas, quanto maior a concentracdo de S. platensis, maior o seu percentual,
chegando a atingir, em média, 2,20% na concentracdo de 15% contra 0,96% na menor
concentracdo (5%). A quantidade maxima permitida de RMF varia de 1,35 a 2,5%
dependendo da classificacdo da massa ou de sua designacdo (com ou sem ovos e tipo de
farinha de trigo), mas quando forem adicionados outros ingredientes além dos derivados do
trigo, o percentual devera ser de acordo com a composi¢do do produto (BRASIL, 2000). O
incremento do percentual do RMF ao aumento da concentragdo de S. platensis nas
formulacGes da massa pode ser explicado pelo alto teor de RMF (15,36%) na composi¢ao da
biomassa utilizada, sendo assim, os valores encontrados neste estudo mostraram-se adequados
aos pré-determinados pela ANVISA (BRASIL, 2000). Concentracao similar de RMF para a
formulacdo com 15% foi encontrado por Maluf et al. (2010), qual seja, 2,18%. O mesmo
padrdo de incremento foi observado por Santucci et al. (2003) com o enriquecimento do
macarrdo com espinafre e diferentes concentragdes de derivados de levedura (Saccharomyces
sp.), onde o percentual de RMF, com o0 aumento da concentracdo da levedura de 5 para 7,5%,
passou de 1,0 para 1,1 no macarrdo com o autolisado de levedura e de 1,3 para 1,4% quando
utilizado o extrato da levedura.

A Sociedade Brasileira de Alimentagdo e Nutricdo (SBAN), Resolugdo RDC n° 2609,
de 22 de setembro de 2005 da ANVISA (BRASIL, 2005), determinou as necessidades diarias
de nutrientes (Ingestdo Diaria Recomendada - IDRs) para a populagéo brasileira. De acordo
com os percentuais de IDR preconizados, uma porg¢édo (100 g) do macarrdo enriquecido com
10,0% de S. platensis desenvolvido nesta pesquisa, fornece 37,82% das recomendagdes

diarias de proteinas para uma crianga entre 7 e 10 anos, e 25,72% da necessidades diarias de
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um adulto, enquanto o macarrdo controle fornece 30,82 e 20,96% respectivamente. A
comparacao entre a quantidade de proteina nas diferentes formulagdes de macarréo e as IDRs

para diferentes faixas etarias da populacéo brasileira estdo representadas na tabela 8.

Tabela 8 - Percentual de proteina nas diferentes formula¢fes do macarrdo com base na IDR para cada
faixa etaria.

Faixa etaria IDR (9)*  Controle (%) 5,0% Sp (%) 10,0% Sp (%) 15,0% Sp (%)
1-3anos 13 80,62 89,77 98,92 112,92
4 - 6 anos 19 55,16 61,42 67,68 77,26
7 — 10 anos 34 30,82 34,32 37,82 43,18
Adulto 50 20,96 23,34 25,72 29,36
Gestante e Lactante 71 14,76 16,44 18,11 20,68

IDR = Ingestdo Diaria Recomendada; Sp = Spirulina platensis.
*Fonte: Brasil (2005).

O resultado das andlises das amostras para o teor de lipideos apresentaram um valor
médio de 2,6%, esse valor € inferior aos mostrados por Aquino et at. (2008) que encontraram
5,07% para a massa alimenticia adicionada de 9,52% de ovo desidratado de avestruz, e Maluf
et al. (2010) que encontraram 9,73% de lipideo na massa de macarrdo enriquecida com pacu.
O conteudo de lipideos encontrado por Moraes, Miranda e Costa (2006) nos biscoitos
enriquecidos com S. platensis foi em média 18,8%, esta concentracdo elevada se deve aos
componentes do biscoito que envolvem gordura vegetal hidrogenada e chocolate. Os teores
baixos de lipideos nos macarrdes enriquecidos com S. platensis resultam em um produto mais
saudavel e com valor calorico mais baixo. O contetdo de carboidratos foi maior na
formulacdo do macarrdo controle (53,11%) e menor na com 15% de biomassa (47,75%).
Estes valores apresentaram-se inferiores ao encontrado na literatura onde, Santucci et al.
(2003) que também observaram uma diminui¢do no teor de carboidratos do macarrédo controle
para o enriquecido com 7,5% de levedura, encontraram valores de 71,6% e 63,5%. O
contetdo de carboidratos dos biscoitos enriquecidos com S. platensis elaborados por Moraes,
Miranda e Costa (2006) apresentaram valores de 68,4 e 68,6% nas amostras com 3,0 e 5,0%
respectivamente.

Os valores caldricos das formulag6es do macarrdo ndo diferiram significativamente,
tendo o macarrdo controle (277,36 Kcal/100g) e a 5% (278,45 Kcal/100g) apresentado os
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maiores valores e 0 macarrdo com 15% de Spirulina o valor mais baixo (269,96 Kcal/100g).
Valores superiores aos apresentados neste trabalho foram encontrados no macarrdo
enriquecido com pacu, 310,85 Kcal/100g (MALUF et al., 2010) e no macarrao produzido com
ovo desidratado de avestruz a 4,76 e 9,52% apresentando 279,24 a 309,60 Kcal/100g
respectivamente. O aumento da concentracdo da biomassa da S. platensis nas formulagOes
resultou em aumento no teor de proteinas e minerais, aumentando também o valor nutricional

do macarrdo reforcando a importancia da inclusdo deste componente na dieta da populacgéo.

5.5 Avaliacéao sensorial

O macarrdo enriquecido com Spirulina foi submetido a avaliacdo sensorial por 58
provadores. A equipe de provadores foi composta por 32 mulheres (55,17%) e 26 homens
(44,83%) com idade entre 19 e 50 anos. Como pode ser verificada na figura 17, a frequéncia
no consumo de macarrdo pelos provadores é elevada, visto que 43,10% afirmam consumir
sempre (mais de 8 vezes por més) e 24,14% consomem muito (de 5 a 8 vezes por més)
(MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1998).
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Figura 17 - Frequéncia de consumo de macarréo.
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A tabela 9 representa os valores médios dos escores atribuidos pelos provadores
durante a avaliacdo da aceitabilidade das formulagdes do macarrdo enriquecido com 5, 10 e
15% de S. platensis (ANOVA, Teste de Duncan, p < 0,05). Os resultados obtidos na avaliacdo
sensorial para os atributos odor e sabor ndo diferiram significativamente para as trés
formulacdes. Quanto a textura, as formula¢bes com 5,0 e 10,0% de S. platensis diferiram
significativamente, obtendo a formula¢do com 10,0% a melhor classificagdo. A aparéncia e
avaliacdo global apresentaram diferenca significativa da formulacdo com 10,0% de S.

platensis para as formulacdes com 5,0 e 15,0% em ambos os atributos.

Tabela 9 - Valores médios dos escores para os atributos avaliados no Teste de Aceitacdo das trés
formulac6es do macarrdo enriquecido com S. platensis.

Macarrao

Atributos
5,0% Sp 10,0% Sp 15,0% Sp
Aparéncia 5,53%+2,04 6,55+1,74 5,65°+2,12
Odor 6,45+1,69 6,50+1,40 6,10+1,65
Textura 6,26°+1,92 7,19%+1,32 6,65+1,80
Sabor 6,41+1,64 6,96+1,60 6,28+1,61
Avaliacdo Global 6,05°+1,65 7,22%+1,08 6,52°+1,48

Sp = Spirulina platensis. Média + desvio padrdo. Nas linhas, as médias seguidas de letras iguais,
diferem significativamente.

Na avaliagdo global é possivel considerar que, de acordo com as médias obtidas, as
trés formulagdes apresentaram um bom resultado, apresentando a formula¢édo com 5,0 % de S.
platensis o escore de “gostei ligeiramente”, 0 mesmo também foi obtido pela que continha
15,0% e a formulacdo com 10,0% de S. platensis apresentou 0 escore de “gostei
moderadamente”. Ormenese et al. (2004) ao realizarem teste de Aceitagdo com macarrdo
contendo 4,76% de ovo integral desidratado de galinha e outro com 20 % de ovo liquido
integral de galinha, obtiveram o escore correspondente ao conceito “gostei moderadamente”
para ambos 0s produtos. Em pesquisa com biscoitos de chocolate enriquecidos com S.
platensis, Moraes, Miranda e Costa (2006) observaram que houve diferenca significativa na
aparéncia entre as trés amostras analisadas, atribuindo este fato ao percentual de Spirulina

utilizada, ndo houve diferenca para os atributos cor, aroma e sabor.
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A figura 18 representa o indice de aceitagdo do macarrdo enriquecido com S. platensis

nas trés formulagbes. O percentual de aceitagéo, indiferenca e rejeigdo encontra-se na tabela

10. A formulacdo que apresentou o maior indice de aceitacdo foi a que continha 10,0% de S.

platensis, as demais formula¢cdes ndo atingiram o percentual minimo satisfatorio de aceitacao

(70%) proposto por Teixeira; Meinert e Barbetta (1987), obtendo 67,24 e 69,92% de aceitagéo

para 0 macarrdo adicionado de 5,0 e 15,0% de S. platensis, respectivamente.

80,27
67,24
69,92

Percentual (%0)

5,0% Sp

15,0% Sp
Indice de Aceitacio

10,0% Sp I—y

Figura 18 - Percentual de aceitacdo, indiferenca e rejeicdo das trés formulacGes de macarrdo

enriquecida com S. platensis.
Sp = Spirulina platensis

Tabela 10 - Percentual de aceitacdo, indiferenca e rejeicdo das trés formulacBes de macarréo

enriquecida com S. platensis.

) 5,0% Sp 10,0% Sp 15,0% Sp
Atributo

A%) (%) R(%) A%) (%) R(%) A%) (%) R(%)
Aparéncia 53,00 16,00 31,00 78,00 8,60 14,00 60,00 6,90 33,00
Odor 71,00 19,00 10,00 71,00 22,00 6,90 63,80 20,70 15,50
Textura 7590 5,17 19,00 88,00 6,90 5,20 79,30 6,90 13,80
Sabor 78,00 8,60 14,00 89,70 0,00 10,30 74,10 8,62 17,20
Avaliacdo Global 67,24 17,24 1552 93,10 5,17 1,72 68,97 18,97 12,07

Sp = Spirulina platensis; A = aceitacdo; | = indiferenca; R = rejeicdo.
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Dentre todos os pardmetros a serem avaliados em pesquisas com a adicdo de
microalga a alimentos, a cor € um dos principais, visto que, de acordo com a quantidade a ser
adicionada, pode haver alteracdes na aparéncia do produto em virtude do seu pigmento. Nessa
pesquisa, a coloracdo pode ter influenciado a avaliacdo, ja que os maiores indices de rejeicdo
das trés amostras foram atribuidos a aparéncia, obtendo rejeicdo de 31,0 e 33,0% as amostras
com 5,0 e 15,0% de S. platensis respectivamente e 14,0% a amostra com 10,0% de S.
platensis. Outro fator que também pode ter influenciado tal rejeicdo foi o formato do
macarrao tipo espaguete, como observado em alguns comentarios descritos pelos provadores:
“parece algas do mar”, “lembra minhoca”.

O maior percentual de avaliacdo global foi apresentado pelo macarrdo enriquecido
com 10,0% de S. platensis obtendo 93,10% de avaliacdes positivas. Ormenese et al. (2004)
obtiveram resultados semelhantes ao avaliarem o macarrdo com 20% de ovo liquido integral
de galinha que apresentou uma aceitacdo de 94% e o macarrdo com 4,76% de ovo integral
desidratado de galinha obteve um percentual de aceitacao de 98.

Na figura 19 observamos a intencdo de compra para os trés macarrdes enriquecidos
com S. platensis avaliados. A formulacdo do macarrdo que obteve o maior percentual de
intencdo de compra foi o que continha 10,0% de S. platensis e o de maior percentual de
rejeicdo quanto a intencdo de compra foi o macarrdo adicionado de 5,0% de S. platensis.
Nenhum provador atribuiu a inten¢do de “jamais compraria” para o macarrdo com 10,0% de
S. platensis e apenas 2 disseram que “possivelmente ndo comprariam” este produto.

Na pesquisa realizada por Moraes, Miranda e Costa (2006) para verificar a intencdo de
compra do biscoitos enriquecidos com S. platensis, foi observado que 58% dos julgadores
comprariam os biscoitos adicionados de 1,0% de S. platensis, seguido do biscoito com adi¢édo
de 5,0% de S. platensis com 50% e o biscoito com 3,0% de S. platensis obteve 40% de
julgadores que o compraria. Aquino et al. (2008) ao avaliarem a intengdo de compra de massa
fresca com 9,52% de ovo desidratado de avestruz, obtiveram que 76,92% dos provadores
comprariam, seguido pela massa fresca com 4,76% de ovo, com 73,63% desta mesma
intencdo de compra. Dentre as trés formulacdes, o macarrdo enriquecido com 10,0% S.
platensis foi o que apresentou os melhores resultados com relagéo a avaliagdo global, indice e
percentual de aceitacédo e intencdo de compra, indicando que este produto podera ser absorvido

pelo mercado consumidor.
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Figura 19 - Intencdo de compra para as trés formulacGes de macarréo enriquecidas com S. platensis.
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6 CONCLUSOES

O cultivo de Spirulina platensis em fotobiorreator apresentou crescimento mais
acentuado, densidade celular maxima e produtividade maior do que no tanque de cultivo.

A densidade celular méxima e a produtividade da S. platensis foi maior na fase
estacionaria do crescimento do que na fase exponencial.

N&o ha diferenca significativa entre a composicao centesimal da S. platensis para os
teores de proteinas, lipidios, carboidratos e calorias, cultivada em fotobiorreator e em tanque.

A composicdo centesimal da S. platensis apresenta diferenca significativa entre a fase
exponencial de crescimento e a estacionaria, ocorrendo um aumento do percentual de
carboidratos, lipideos e residuo mineral fixo e diminuicdo de proteina e calorias quando a
cianobactéria se encontra na fase estacionaria.

N&o héa diferenca significativa entre a composicao centesimal da S. platensis nos teores
de proteinas, lipidios, carboidratos, residuo mineral fixo e calorias, quando a biomassa
produzida é seca em liofilizador ou estufa.

Ndo ha relatos de toxicidade crbnica ou subcrbnica, mutagénicidade ou
teratogénicidade e nenhum efeito adverso na reproducdo ou lactacdo, nem alergias
dermatoldgicas em animais submetidos a dietas enriquecidas com até 30 % de Spirulina.

A biomassa de S. platensis e os macarrdes massa fresca enriquecidos com S. platensis
estavam aptos para consumo sob o aspecto microbioldgico.

As trés formulacBes do macarrdo enriquecidos com S. platensis obtiveram boa
aceitacéo global.

O macarréo enriquecidos com 10,0% de S. platensis apresentou o maior percentual de
indice de aceitacdo e intencdo de compra. Uma porcdo deste produto fornece 37,82% das

recomendacdes diarias de proteinas para uma crianca entre 7 e 10 anos.
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7 SUGESTOES

Realizar simulacGes de cultivos com diferentes intensidades e periodos de
luminosidade, temperatura e nutrimentos a fim de se obter otimizacao do cultivo.

Comparar o perfil lipidico da biomassa da S. platensis quando colhida em fase de
crescimento exponencial e estacionario.

Determinar e quantificar os contaminantes inorganicos presentes na biomassa de S.
platensis.

Quantificar e avaliar a estabilidade dos pigmentos presentes na S. platensis.

Quantificar o percentual de micronutrientes vitaminas e minerais.

Realizar avaliacdo sensorial do macarrdo com a formulacdo enriquecida com 10% da
biomassa de S. platensis utilizando outros formatos (tipos) de macarrao.

Realizar avaliagéo sensorial do macarrdo com provadores em fase escolar.
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Apéndice A - Curva padréo para carboidratos totais.
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Apéndice B - Ficha de avaliacdo do teste de Aceitacdo e Intencdo de Compra.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA — UFPB

] CENTRO DE TECNOLOGIA - CT
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS PPGCTA

Teste de Aceitacao e Intencéo de Compra

Nome Idade

Qual sua freqiiéncia de consumo de macarrdaonomeés: ()1-2x

()3-4x

Ocupacéo

105

()5-8x ()Maisde8

Vocé esta recebendo 3 amostras codificadas de macarrdo enriquecido com Spirulina. Prove-a
e indique o quanto vocé gostou ou desgostou de cada um dos atributos sensoriais do produto,
dando nota de acordo com a escala abaixo. Atente para a sequéncia dos atributos. Analise

primeiro a aparéncia e odor seguidos da textura e sabor.

9) Gostei muitissimo
8) Gostei muito

7) Gostei moderadamente Atributos

6) Gostei ligeiramente Aparéncia

5) Nem gostei/ Nem desgostei Odor

4) Desgostei ligeiramente Textura

3) Desgostei moderadamente Sabor

2) Desgostei muito Avaliacéo Global

1) Desgostei muitissimo

Indique sua atitude ao encontrar este macarrdo no mercado

5) Compraria

4) Possivelmente compraria

3) Talvez comprasse / talvez ndo comprasse
2) Possivelmente ndo compraria

1) Nédo compraria

Amostra

Atitude

Comente o0 que mais gostou e 0 que menos gostou do produto, mencionando a amostra.

Obrigada!
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Apéndice C - Distribuicdo de frequéncia (%) dos escores atribuidos pelos provadores para as
formulacGes dos macarrdes massa fresca enriquecido com 5,0, 10,0 e 15,0% de S. platensis.

Escala Hedbnica Aparéncia Odor Textura Sabor Avaliacao global
Massa fresca com 5,0% de S. platensis
Gostei muitissimo 3,40 7,00 5,17 3,40 1,72
Gostei muito 16,00 24,00 24,10 28,00 22,41
Gostei moderadamente 21,00 24,00 25,90 22,00 17,24
Gostei ligeiramente 14,00 16,00 20,70 24,00 29,31
Indiferente 16,00 19,00 517 8,60 13,79
Desgostei ligeiramente 12,00 7,00 6,90 5,20 6,90
Desgostei moderadamente 6,90 0,00 3,45 6,90 5,17
Desgostei muito 12,00 2,00 8,62 1,70 3,45
Desgostei muitissimo 0,00 2,00 0,00 0,00 0,00
Massa fresca com 10,0% de S. platensis
Gostei muitissimo 8,60 5,20 8,60 13,80 6,90
Gostei muito 21,00 21,00 43,00 29,30 39,65
Gostei moderadamente 36,00 31,00 26,00 24,10 31,03
Gostei ligeiramente 12,00 14,00 10,00 22,40 15,52
Indiferente 8,60 22,00 6,90 0,00 517
Desgostei ligeiramente 5,20 5,20 3,40 5,17 1,72
Desgostei moderadamente 5,20 1,70 1,70 345 0,00
Desgostei muito 3,40 0,00 0,00 1,72 0,00
Desgostei muitissimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Massa fresca com 15,0% de S. platensis
Gostei muitissimo 6,90 8,62 8,62 5,17 0,00
Gostei muito 6,90 6,90 32,80 13,80 17,24
Gostei moderadamente 36,00 31,00 20,70 36,20 41,38
Gostei ligeiramente 10,00 17,20 17,20 19,00 5,17
Indiferente 6,90 20,70 6,90 8,62 22,41
Desgostei ligeiramente 12,00 10,30 6,90 10,30 10,34
Desgostei moderadamente 10,00 1,72 1,72 5,17 3,45
Desgostei muito 8,60 3,45 5,17 1,72 0,00

Desgostei muitissimo 1,70 0,00 0,00 0,00 0,00
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa é sobre a producdo de biomassa de Spirulina platensis para alimentacao
humana e esta sendo desenvolvida por Katharina Kardinele da Silva Barros, aluna do Curso
de Pds-Graduacdo e Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba,
sob a orientacdo do Professor Dr. Jodo Andrade Silva.

O objetivo do estudo € verificar a viabilidade de utilizacdo da biomassa da microalga
Spirulina platensis e a sua aceitacdo em um produto alimenticio destinado ao consumo
humano, com estabilidade microbiolégica e caracteristicas nutricionais e organolépticas
satisfatorias.

A finalidade deste trabalho é contribuir com a elaborar de um produto alimenticio, do
tipo macarrdo, enriquecido com espirulina, ja que esta microalga apresenta um alto valor
biolégico devido ao seu percentual de proteinas, presenca de acidos graxos poliinsaturados,
pigmentos, minerais e vitaminas, tornando-se mais uma alternativa alimentar, promovendo
beneficios & saude do consumidor.

Solicitamos a sua colaboracdo para participar da analise sensorial do macarrdo
enriquecido com espirulina, como também sua autorizacdo para apresentar os resultados deste
estudo em eventos da area de salde e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicagédo
dos resultados, seu nome sera mantido em sigilo. Informamos que essa pesquisa nao oferece
riscos, previsiveis, para a sua saude.

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a)
ndo € obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
Pesquisador(a). Caso decida néo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir
do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem haver4d modificacdo na assisténcia que vem
recebendo na Instituig&o.

Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que considere
necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou ciente que
receberei uma cdpia desse documento.

Assinatura do Participante da Pesquisa ou Responsavel Legal

Assinatura da Testemunha

Espaco para impressdo dactiloscopica
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Contato com a Pesquisadora Responsavel:

Caso necessite de maiores informagdes sobre o presente estudo, favor ligar para:
Pesquisadora; Katharina Kardinele da S. Barros
Endereco (Setor de Trabalho): Coordenacdo de P6s-Graduacdo em Ciéncias e Tecnologia de
Alimentos
Telefone: 32167269

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Participante
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Anexo 2

it

o HOSPITAL UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY - HULW
gl

fv ---------  UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA - UFPB
| comT DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - CEP

CERTIDAO

Com base na Resolugdo n° 196/96 do CNS/MS que regulamenta a ética da pesquisa
em seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio Lauro
. Wanderley da Universidade Federal da Paraiba, em sua sessdo realizada dia 26/01/10, apés

andlise’ do parecer do relator, resolveu considerar APROVADOQO o projeto de pesquisa

intitulado_PRODUCAQ DE BIOMASSA DE Spirulina platensis para alimentacdo

humana. Protocolo CEP/HULW n°. 024/10 dos pesquisado}'es KATHARINA KARDINELE
DA SILVA BARROS e Prof. Dr. JOAO ANDRADE SILVA (orientador).

Ao final da pesquisa solicitamos enviar ao CEP/HULW uma cépia em CD.

Jodo Pessoa, 01 de Fevereiro de 2010.

|

laponira Cortez Costa dé Oliveira
Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa ~ CER/HULW

: Iaponira Cortez Costa de Oliveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-HULW

Enderego: Hospital Universitdrio Lauro Wandér)ey—HUL W - 4%andar.  Campus I - Cidade Universitdria. Bairro:
Castelo Branco - Jodo Pessoa - PB. CFP: 58051-900  CNPJ: 24098477/007-05 e
Fone: (83) 32167302 — Fone/fax: (083 )32167522 © E-mail - cephulw@hotmail.com

a
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