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RESUMO

Estudou-se o cultivo da cianobactéria Spirulina platensis utilizando-se efluente sintético de suino a fim de avaliar o
crescimento das cepas LEB 52 e PARACAS dessa cianobactéria, em funcéo da diluicdo do meio (0 e 50%) e da concentragdo de
bicarbonato de sédio (0 e 3g/L). Nesta etapa foi utilizado um Planejamento Fatorial Completo 2°. Na Segunda etapa, diluiu-se o
meio em 80, 50 e 20% e utilizou-se um Planejamento Fatorial Multiniveis 3' x 2. Os cultivos foram realizados a 30°C, com fo-
toperiodo de 12 horas. As variaveis utilizadas como resposta nas duas etapas foram a concentragdo maxima de biomassa e a ve-
locidade especifica méxima de crescimento, sendo os resultados avaliados mediante de Andlise de Variancia. Na primeira etapa,
0s maiores valores de concentracdo celular, 0,55 g/L, foram obtidos com a cepa LEB-52 em efluente sintético diluido a 50% em
agua destilada e sem a adicdo de bicarbonato de sodio, como suplementacdo da fonte de carbono. Na otimizacdo da diluicéo, o
maior valor de concentracao celular foi de 0,35 g/L utilizando-se cepa PARACAS e dilui¢do de 80%. As duas cepas estudadas de
Spirulina platensis podem crescer em efluente sintético de suino e o seu crescimento é favorecido pela diluicdo do meio.

Termos para indexagdo: Spirulina platensis, cianobactéria, efluente suino.

ABSTRACT

The growth of LEB-52 and PARACAS strains of Spirulina platensis cyanobacteria was studied using synthetic swine
wastewater. The effects of medium dilution (0 and 50%) and sodium bicarbonate addition to the medium (0 and 3g/L) were initially
investigated. In this step, it was used a complete Factorial Planning 23. In the second step, the medium was diluted at 80, 50 and 20%
and it was used a Factorial Planning 3'x2. The cultivation was carried out at 30°C, with photophase of 12 hours. The maximum
biomass concentration and maximum specific growth rate were assessed, with the results being evaluated through Analysis of Variance.
In first step, the greater biomass concentration (0.55g/L) was obtained with strain LEB-52, in synthetic swine wastewater diluted at
50% and without the sodium bicarbonate addition, as supplementation of the carbon source. In the second step, the greater
biomass concentration was 0.35g/L using strain PARACAS and synthetic swine wastewater diluted at 80%. The two strains studied
can grow in the synthetic swine wastewater and cyanobacteria growth is enhanced by medium dilution.

Index terms: Spirulina platensis, cyanobacteria, swine.

(Recebido para publicagdo em 17 de dezembro de 2003 e aprovado em 1° de julho de 2004 )

INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade econdmica im-
portante no meio rural, tanto do ponto de vista social,
como econdmico, gerando multiplicagdo de renda e em-
prego em varios setores da economia. Na Regido Sul do
pais, uma das maiores produtoras de suinos, grande vo-
lume de dejetos sdo lancados na natureza sem tratamen-
to adequado, causando problemas de contaminacdo am-
biental, eutrofizacdo de rios e lagos, aumento das doen-
cas vinculadas a agua e ao solo e contaminacéo de inse-
tos (DETTMER, 2003).

Os dejetos de suinos apresentam concentracdes
elevadas de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO),
solidos em suspensdo e macronutrientes. A maioria dos
suinocultores utilizam sistemas de producdo que geram

quantidade alta de efluente, variando de 1,4 a 27
L/dia/animal (de 10 a 12 vezes o volume gerado pelo
homem e 4 vezes mais concentrado), dependendo da fa-
se produtiva (DARTORA et al., 1998). A edicdo das leis
de crimes ambientais e de gerenciamento de recursos
hidricos, bem como a pressdo dos dérgdos sanitarios
no sentido do licenciamento ambiental deste tipo de
atividade, estdo possibilitando a aplicacdo de tecno-
logias que agreguem valor aos dejetos e, ou, que mi-
nimizem os danos ambientais causados (DETTMER,
2003).

A Spirulina platensis € uma cianobactéria fila-
mentosa que habita meios como solos, pantanos, lagos
alcalinos e 4guas salobras, marinhas e doces
(RICHMOND, 1990). Por meio de fotossintese, conver-
te os nutrientes em matéria celular e libera oxigénio.
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Em lagos naturais o aporte limitado de nutrientes
pode regular os ciclos de crescimento, sendo que a den-
sidade celular cresce rapidamente, alcanca concentracdo
maxima e retrocede quando os nutrientes se esgotam.
A liberacdo de nutrientes por parte das células mortas
ou o aporte de nutrientes fora do lago iniciam um ciclo
(VONSHAK, 1997; RICHMOND, 1990). Essa ciano-
bactéria tem-se tornado uma das principais fontes de es-
tudos biotecnoldgicos, devido a sua importancia eco-
ndmica, ecoldgica e nutricional, sendo pesquisada por
varios anos no Japdo, Franca e Estados Unidos (TESKE
e TRENTINI, 2001).

A cianobactéria Spirulina platensis pode ser vanta-
josa, pois utiliza os macronutrientes, convertendo-os em
biomassa e esta pode ser utilizada como ragdo animal. Se-
gundo Canizares-Villanueva et al. (1995), efluentes de ori-
gem suina podem ser utilizados como substrato para o
crescimento de cianobactérias apds a estabilizacdo destes
por processos aerobios ou anaerébios. Desta forma, ressal-
ta-se a importancia de estudar a producédo de Spirulina to-
mando-se por base efluente de origem suina, minimizando
danos ecoldgicos e utilizando a sua biomassa como fonte
de alimento para outros animais.

Objetivou-se neste trabalho avaliar a utilizagdo
de efluente sintético de suino no crescimento da ciano-
bactéria Spirulina platensis e determinar a diluicdo ideal
deste, como alternativa para a complementacéo dos sis-
temas de tratamento de efluentes ja existentes.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo e meio de cultivo

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Fer-
mentacBes do Centro de Pesquisa em Alimenta-
¢A0/CEPA da UPF. As cepas utilizadas foram LEB-52 e
PARACAS da cianobactéria Spirulina platensis, forne-

TABELA 1 - Composicao do efluente sintético de suino.

cidas pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Fundacdo Universidade de Rio Grande/FURG. Para o
preparo e manutencdo do indculo, utilizou-se meio sin-
tético, cuja composicdo é descrita na Tabela 1, diluido
50% com o meio Zarrouk, padréo para o cultivo desta
cianobactéria. O efluente sintético de suino (meio sinté-
tico) foi desenvolvido considerando o meio sintético
descrito por Bergmann et al. (2000). O meio Zarrouk
apresentou a seguinte composicdo em (g/L): NaHCO; =
16,8; K,.HPO,=0,5; NaNO3;=2,5; K,SO,=1,0; NaCl =
1,0; MgS0,.7H,0 = 0,2; CaCl, = 0,04; FeS0O,.7H,0 =
0,01; EDTA = 0,08 ; 1mL de Solucdo Ase 1mL de Solu-
cdo Bg (ZARROUK, 1966). Todos os reagentes utiliza-
dos foram de grau analitico.

A concentracdo inicial de biomassa foi de
0,1 g/L, agitacdo por meio de aeracdo por bombas de
diafragma, intensidade luminosa de 2.000 lux realiza-
da por meio de lampadas fluorescentes, fotoperiodo
de 12 horas e temperatura de 30° C (COSTA et al.,
2002).

Planejamento experimental

Os experimentos foram divididos em duas eta-
pas, sendo a primeira a avaliacdo do crescimento da
cianobactéria Spirulina platensis em funcdo das varia-
veis cepa, diluicdo do meio de cultivo e concentracéo de
bicarbonato de sédio, enquanto na segunda etapa, defi-
niu-se a diluicdo ideal para o crescimento da cianobac-
téria. Na avaliacdo do cultivo da Spirulina platensis foi
utilizado Planejamento Fatorial Completo 2*, com 3 va-
ridveis (Xy: cepa; X,: diluicdo do efluente sintético; Xs:
concentracdo de bicarbonato de s6dio) em dois niveis
de variacéo, resultando 8 condigdes de cultivo. Verifica-
se na Tabela 2 a matriz dos valores codificados e os ni-
veis das varidveis utilizadas no Planejamento Fatorial
Completo 2°.

Componente Concentracgédo Componente Concentracéo
1. NaHCO3 0,600 g/L 10. ZnS0O,.7 H,0 0,0135g/L
2. K;HPO, 0,500 g/L 11. CuS0O,4.5 H,0O 0,005 g/L
3. NaNQ; 0,001 g/L 12. MoO; 0,00003 g/L
4. K,SO, 0,400 g/L 13. Co(NO3),.6 H,0 0,0001 g/L
5. MgS0,.7H,0 0,400 g/L 14. NH,OH 0,420 mL/L
6. CaCl, 0,050 g/L 15. NH,CI 0,668 g/L
7. FeSO,.7 H,0O 0,040 g/L 16. EDTA 0,100 g/L
8. H3BO, 0,005 g/L 17. Na,SO, 0,600 g/L
9. MnCl,.4 H,0 0,003 g/L
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Para definir a diluicdo ideal do cultivo da
Spirulina platensis foi utilizado Planejamento Fatorial
Multiniveis 3* x 2, em que a variavel X; (diluicdo do
meio) foi variada em trés niveis e X, (cepa) em dois ni-
veis e mais 2 padrdes com 100% de meio sintético,
resultando 8 condicBes de cultivo. Observa-se pela

Tabela 3 a matriz dos valores codificados e os niveis
das variaveis utilizadas no Planejamento Fatorial Multi-
niveis 3'x2*. Foi utilizada 4gua destilada estéril para as
dilui¢Bes. Os cultivos dos experimentos 15 e 16 (cepa
LEB-52 e PARACAS) foram realizados sem diluigdo
do efluente sintético de suino.

TABELA 2 — Matriz dos valores codificados e niveis das variaveis utilizadas no Planejamento Fatorial 2, utilizado

no cultivo da cianobactéria Spirulina platensis.

Variaveis Codificadas

Variaveis Reais

Experimentos X3 X, X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

X, X, Xs
LEB-52 0 0
PARACAS 0 0
LEB-52 50% 0
PARACAS 50% 0
LEB-52 0 3g/L
PARACAS 0 3g/L
LEB-52 50% 3g/L
PARACAS 50% 3g/L

Xy: cepa; X,: diluigdo do efluente sintético; X3: concentracdo de bicarbonato de sodio,

TABELA 3 - Matriz dos valores codificados e niveis das variaveis utilizadas no Planejamento Fatorial Multiniveis
3'x2' e mais 2 padres com 100% de efluente sintético utilizado no cultivo da cianobactéria Spirulina platensis.

Variaveis Codificadas

Variaveis Reais

Experimentos X1
9 -1
10 0
11 +1
12 -1
13 0
14 +1

Xz X1 Xz
-1 80% LEB-52
-1 50% LEB-52
-1 20% LEB-52
+1 80% PARACAS
+1 50% PARACAS
+1 20% PARACAS

Xy: diluicdo do efluente sintético; X,: cepa
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Andlise dos resultados

Pelos resultados de concentragdo de biomassa fo-
ram construidas curvas de crescimento do microrganis-
mo versus tempo, das quais foram obtidas as concentra-
¢Oes maximas de biomassa e a velocidade especifica
maxima de crescimento para cada experimento.

As concentracBes maximas de biomassa foram
obtidas mediante os graficos de concentracdo de bio-
massa versus tempo. A velocidade especifica maxima de
crescimento foi calculada considerando a integragdo da
equacdo 1, na fase exponencial de crescimento, utili-
zando-se o Software Grapher 1.32.

BHET

em que: p = velocidade especifica de crescimento (h™)
X = concentracdo de células biomassa (g/L)
t = tempo(h)

Os tempos de geracdo foram calculados median-
te as velocidades especificas maximas de crescimento
da equacédo 2, o qual foi definido como tempo necessa-
rio para a duplicagdo da biomassa.

tg = @
HMAax
Em que: tg = tempo de geracéo (h)
1msx = Velocidade especificaméxima de crescimento (h™)

Os resultados de X € umax Obtidos foram anali-
sados por Analise de Variancia utilizando-se Software
Estatistica 6.0 for Windows.

Determinacdes analiticas

A concentracdo de biomassa foi determinada a
cada 24 horas, por meio de uma relagdo pré-
estabelecida entre esta e a absorbancia a 670 nm nas du-
as etapas. A velocidade especifica méaxima de cresci-
mento celular (uma) foi determinada segundo a expo-
nencial na fase logaritmica de crescimento celular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando-se as Figuras 1(a) e 1(b) verificou-
se, que estas apresentaram mesmo padrdo de crescimen-
to, tendo sido obtidas as maiores concentragcdes de bio-
massa nos experimentos de 1 a 4, indicando que a adi-
¢do de bicarbonato de sédio ao meio de cultivo foi pre-
judicial ao crescimento da cianobactéria. Isto pode ser
explicado pelo fato de o microrganismo ter sido adapta-
do em meio com baixa concentracdo de bicarbonato.
Deve-se salientar que a concentracdo de bicarbonato de
sodio adicionada em nivel superior de variagdo (3g/L)
foi inferior a concentragdo deste sal no meio Zarrouk, con-

siderado padrdo para o cultivo desta cianobactéria, que é
de 16,8 g/L. Reinehr (2003), em experimentos realizados
em cultivo semi-continuo da Spirulina platensis, obteve
melhores resultados de velocidade especifica de cresci-
mento e produtividades em cultivos, utilizando meio com
20% de meio padrdo Zarrouk. Além disso, segundo Rich-
mond (1990), os custos relacionados ao bicarbonato de
sodio sdo os mais elevados em cultivos abertos de Spiruli-
na. Desta forma, a obtencéo de melhores respostas de con-
centracdo de biomassa sem a adi¢do deste nutriente foi
importante por representar diminuicdo nos custos de
producdo da cianobactéria, além daquela ja ocasionada
devido a utilizacdo de um efluente como meio de cultivo.

Os experimentos 2 e 6 (cepa PARACAS e sem
diluicdo do meio de cultivo) e o experimento 8 (cepa
PARACAS, com diluicdo do meio) apresentaram morte
celular com poucas horas de cultivo, indicando que o
efluente sintético deve ser diluido para a realizacdo do
cultivo da cianobactéria. Apenas um dos experimentos
realizados com a cepa PARACAS apresentou cresci-
mento (experimento 4), o qual foi realizado com a dilui-
cdo de 50% do efluente sintético e sem a adicdo de bi-
carbonato de sddio. Resultados similares foram encon-
trados por Ayala e Vargas (1987), que concluiram que a
maioria dos efluentes suinos foram toxicos para a
cianobactéria quando usados sem diluicdo, sendo a dis-
ponibilidade de nitrogénio um dos fatores limitantes
mais importantes para o crescimento da mesma. Segun-
do Canizares-Villanueva et al. (1995), a diluicdo do
efluente também foi necessaria para reduzir o efeito t6-
xico da amdnia no crescimento da Phormidium sp.

Os experimentos 1 (cepa LEB, sem diluicdo do
meio de cultivo e sem adicéo de bicarbonato de sédio) e 5
(cepa LEB, sem diluicdo do meio de cultivo e com a adi-
cdo de 3 g/L de bicarbonato de sédio) apresentaram 0s
maiores valores de velocidade especifica de crescimento
(umax) 0,022 e 0,031 h-1, respectivamente, entretanto,
mantiveram-se em fase exponencial de crescimento so-
mente por 72 horas, resultando em baixas concentracGes
de biomassa (0,31 e 0,19 g/L). Ja os experimentos 3 (cepa
LEB, efluente sintético diluido 50% com &gua destilada e
sem adicdo de bicarbonato de sodio) e 7 (cepa LEB, eflu-
ente sintético diluido 50% com agua destilada e com adi-
¢do de 3 g/L de bicarbonato de sodio) apresentaram resul-
tados de umax em torno de 0,004 h-1, ambos com uma
fase de adaptacdo de 96 horas e concentragdes de bio-
massa de 0,55 e 0,43 g/L, respectivamente. O experimento
4 apresentou velocidade especifica superior aos experi-
mentos 3 e 7 (0,0057 h-1), entretanto, apresentou fase de
adaptacdo de 240 horas e concentracdo de biomassa de
0,45 g/L.
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FIGURA 1 - Curvas de concentracdo de biomassa (g/L) versus tempo, para os experimentos do Planejamento Fato-
rial Completo 23 do cultivo da Spirulina platensis utilizando efluente sintético.

A anélise de variancia dos resultados para con-
centragdo celular maxima (Xmax) dos experimentos do
Planejamento Fatorial Completo 2° indicou que todas as
variaveis estudadas foram significantes (p<0,00001),
sendo que a interagdo entre essas variaveis também
apresentou nivel de significancia inferior a 0,00001, de-
vendo portanto ser analisada. Verifica-se na Figura 2 o
grafico de interacdo de médias para as variaveis cepa,
diluicdo e concentracdo de bicarbonato de sodio sobre a
concentracdo maxima de biomassa. Verificou-se que pa-
ra a cepa LEB, independentemente da concentracdo de
bicarbonato de sédio do meio de cultivo, as maiores
concentracfes de biomassa foram obtidas com a di-
luicdo do efluente com 50% de 4gua destilada. J& para a
cepa PARACAS a maior concentracdo de biomassa foi
obtida com diluicdo do meio e sem adi¢do de bicarbona-
to de sodio. Observa-se também que os maiores resulta-
dos de concentracdo de biomassa foram obtidos com a
cepa LEB.

Na Figura 3 podem ser observadas as superficies
de resposta obtidas para as interacfes das varidveis
estudadas. Verificou-se que as melhores condi¢des pa-
ra a utilizacdo do efluente sintético para o cultivo de
Spirulina platensis foram a cepa LEB, diluigdo do eflu-

ente com 50% de &gua destilada e sem a adi¢do de bi-
carbonato de sddio.

Na segunda etapa deste estudo, os experimentos
11 (LEB, dilui¢do 20%), 15 (LEB, sem diluigdo), 13
(PARACAS, diluicdo 50%), 14 (PARACAS, diluicdo
20%) e 16 (PARACAS, sem diluicdo) apresentaram
morte celular em poucas horas de cultivo, indicando que
para a cepa LEB o crescimento foi observado para as
diluicBes nos niveis central (50%) e superior (80%) e
para a cepa PARACAS somente para 0 nivel superior
(80%). O experimento 10 (LEB, diluicdo 50%) apresen-
tou crescimento celular de 0,20 g/L, inferior aos expe-
rimentos 9 (LEB, diluicdo 80%) e 12 (PARACAS,
diluicdo 80%), que apresentaram crescimento celular de
0,25 e 0,35 g/L, respectivamente, sendo esses 0s expe-
rimentos de maiores concentracGes de biomassa. Estes
resultados podem ser observados na Figura 4. Resulta-
dos similares foram encontrados por Beltrdo (1992),
que reportou a necessidade de diluicdo da ordem de 1:3
de residuos da inddstria de suco de laranja utilizando a
cianobactéria Chorella vulgaris. Segundo Gantar et al.
(1991), o conhecimento da diluicdo ideal dos dejetos
para a producdo da alga é fundamental para o seu ade-
quado crescimento.
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FIGURA 2 — Interagdo das médias para as variaveis cepa, diluicdo do meio sintético e concentragdo de bicarbonato
de sodio do Planejamento Fatorial Completo 2° sobre a resposta concentracdo méxima de biomassa (Xmax)
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FIGURA 3 — Superficies de resposta obtidas pela anélise do Planejamento Fatorial Completo 2° sobre a variavel
resposta concentracdo maxima de biomassa: (2) diluicdo do efluente sintético e concentracdo de bicarbonato de s6-
dio; (b) cepa e diluicdo do efluente sintético; (c) cepa e concentragdo de bicarbonato de sédio.
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O experimento 9 (cepa LEB com 80% de dilui-
¢do) apresentou o maior valor de velocidade especifica
de crescimento (0,017 h™). Os experimentos 10 (cepa
LEB com 50% de diluicdo) e 12 (cepa PARACAS com
80% de diluicdo) apresentaram resultados de pma. de
0,006 e 0,0039 h™, respectivamente. Embora o experi-
mento 9 tenha apresentado 0 maior valor de ppa, foi
também o que apresentou 0 menor intervalo de cresci-
mento exponencial (48h). Os experimentos 11 (cepa
LEB com 20% de diluigdo), 13 (cepa PARACAS com
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50% de diluicdo) e 14 (cepa PARACAS com 20% de di-
luicdo) apresentaram pmax hulo.

A andlise de variancia dos resultados de concen-
tragdo maxima dos experimentos do Planejamento Fato-
rial Multiniveis 3'x2' mostrou que a cepa influenciou
significativamente no pma quando utilizou-se diluicéo a
partir de 50%. Para a diluicdo 20% ndo foi observada
diferenca significativa entre as cepas, visto que as duas
apresentaram morte celular, conforme pode ser obser-
vado na Figura 5.
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FIGURA 4 - Curvas de Concentracdo de Biomassa (g/L) versus tempo para 0s experimentos do Planejamento Fa-

torial Multiniveis 3'x2* do Cultivo da Spirulina platensis utilizando o efluente sintético.
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FIGURA 5 - Interacdo das médias para as variaveis cepa, diluicdo do meio sintético do Planejamento Fatorial
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CONCLUSOES

As cepas LEB-52 e PARACAS da Spirulina
platensis cresceram em efluente sintético de suino diluido
e sem adicdo de bicarbonato de sodio. A diluicdo ideal pa-
ra esse crescimento foi de 80%, sendo observado aumento
significativo de biomassa a partir de 50% de diluicéo.
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