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Walt Disney 



  



 

 

RESUMO 

 
Microalgas podem ser consideradas um dos mais eficientes sistemas biológicos de transformação 
de energia solar em compostos orgânicos. Por apresentar em sua composição aminoácidos 
essenciais, vitaminas, pigmentos, ácidos graxos poli-insaturados e sais minerais, bem como 
elevado teor proteico, a adição da biomassa de Spirulina pode ser empregada para melhorar o 
valor nutricional de produtos alimentícios. A aplicação de campos magnéticos (CM) em cultivos 
destaca-se devido sua capacidade de interação com funções biológicas dos organismos, através 
de alterações no crescimento celular. Portanto, o objetivo do estudo foi realizar modificações nas 
condições de cultivo e aplicar CM no cultivo de Spirulina sp. LEB 18 para obtenção de biomassa 
com potencial aplicação em suplementos proteicos. Os cultivos foram realizados durante 16 d 
em fotobiorreatores tubulares verticais de 2 L com volume útil de 1,8 L, mantidos em estufas 
termostatizadas com fotoperíodo de 12 h (claro/escuro), iluminância de 30 µmol m-2 s-1, aeração 
de 0,3 vvm e concentração inicial de biomassa de   0,2 g L-1. Avaliou-se nos ensaios a utilização 
de diferentes temperaturas (30ºC e 35ºC), concentrações de nitrato de sódio (NaNO3) (2,5 g L-1 e 
1,875 g L-1) no meio Zarrouk e aplicação de 30 mT e 60 mT, através da fixação de ímãs de 
ferrite ao redor do fotobiorreator. No cultivo controle, os ímãs foram substituídos por material 
inerte de mesma dimensão. Durante o cultivo determinou-se concentração de biomassa, pH, 
parâmetros cinéticos de crescimento e composição proximal da biomassa. Nas melhores 
condições de cultivo determinou-se a composição proximal, bem como digestibilidade proteica 
in vitro e solubilidade proteica. Obteve-se maior concentração de biomassa ao utilizar 60 mT, 
30ºC e 1,875 g L-1 de NaNO3, sendo esta 27,1 % superior ao cultivo controle. Não houve 
diferença na concentração de proteínas na biomassa para os ensaios realizados, mas a aplicação 
de 60 mT reduziu em 247,5 % a concentração de carboidratos. A biomassa com maior 
digestibilidade proteica in vitro foi encontrada no cultivo controle (78,4 %), porém a maior 
solubilidade foi encontrada na biomassa obtida no cultivo exposto a 60 mT, sendo 89 % em pH 
6. Sendo assim, pode-se concluir que a biomassa obtida no cultivo submetido a exposição de CM 
é promissora para ser utilizada como ingrediente no desenvolvimento de suplementos proteicos.  
 
 
Palavras-chave: Microalga. Fotobiorreator tubular. Proteína. Digestibilidade proteica. 
Solubilidade Proteica. 



  



 

 

USE OF DIFFERENT CULTIVATION CONDITIONS FOR THE OBTAINMENT OF 

BIOMASS Spirulina sp. LEB 18 WITH APPLICATION OF MAGNETIC FIELDS 

 

ABSTRACT 

 

Microalgae can be considered one of the most efficient biological systems to transform solar 
energy into organic compounds. Because it contains essential amino acids, vitamins, pigments, 
polyunsaturated fatty acids, mineral salts and high protein content. The addition of the biomass 
of this microalga can be used to improve the nutritional value of food products. The magnetic 
field (MF) application in cultures has been highlighted due to the ability of the MF to interact 
with biological functions of organisms, through changes in cell growth. Therefore, the objective 
of the study was to modify the culture conditions and to apply MF in Spirulina sp. LEB 18 to 
obtain biomass with potential application in protein supplements. The cultures were carried out 
for 16 d in 2 L vertical tubular photobioreactors with a useful volume of 1.8 L. It kept in 
thermostatic incubators with 12 h photoperiod (light/dark), 30 μmol m-2 s-1 illuminance and 
aeration of 0.3 vvm. The initial concentration was 0.2 g L-1. In the cultures was evaluated the use 
of different temperatures (30ºC and 35 ºC), concentrations of sodium nitrate (NaNO3) (2.5 g L-1 
and 1.875 g L-1) in the Zarrouk medium and application of 30 mT and 60 mT, by the fixation of 
ferrite magnets around the photobioreactor. In the control culture, inert material of the same size 
replaced the magnets. In the cultivation, biomass concentration, pH, kinetic parameters of 
growth and proximal composition of the biomass were determined. The proximal composition 
was determined after obtaining biomass under the best conditions of culture, as well as in vitro 
protein digestibility and protein solubility. The highest biomass concentration was obtained with 
60 mT, 30°C and 1.875 g L-1 of NaNO3, which was 27.1 % higher than the control culture. There 
was no difference in protein concentration for the assays performed, but the application of 60 mT 
reduced the carbohydrate concentration by 247.5 %. Biomass with higher protein digestibility in 
vitro was observed in the control culture (78.4 %), but the highest solubility was found in the 
biomass obtained in the culture exposed to 60 mT, being 89 % in pH 6. Thus, it can conclude 
that the biomass obtained in the culture submitted to MF application is promising to be used as 
an ingredient in the development of protein supplements. 
 
 
Keywords: Microalgae. Tubular photobioreactor. Protein. Protein digestibility. Protein solubility.
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1 INTRODUÇÃO 

 
O crescimento populacional tem estimulado a busca por novas fontes de 

alimentos, principalmente alimentos ricos em proteínas. A utilização de microalgas, como a 

Spirulina para o desenvolvimento de suplementos alimentares se torna interessante devido a 

elevada concentração de proteína presente nesta microalga. Devido a sua composição, uma 

parcela do mercado poderia ser abastecida com alimentos contendo proteínas e lipídios 

microalgais, tornando-se uma alternativa sustentável e de menor custo, entretanto, para que 

isso ocorra devem ser estudadas novas abordagens tecnológicas para o cultivo de microalgas 

(DRAAISMA et al., 2013). 

A cianobactéria Spirulina apresenta elevada concentração de proteínas em sua 

composição podendo variar conforme as condições do cultivo. Esta microalga é reconhecida 

como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) 

(FOX, 1996) o que permite sua utilização em formulações alimentares. A utilização desta 

biomassa em alimentos torna-se atrativa em comparação com a produção convencional de 

proteínas, pois esta microalga necessita de água, luz, dióxido de carbono e nutrientes 

inorgânicos para se desenvolver (CHRONAKIS; MADSEN, 2011; VONSHAK, 1997). 

Fatores como temperatura, iluminação, pH e disponibilidade de nutrientes no 

meio durante um cultivo microalgal podem influenciar na composição da biomassa. Neste 

contexto, alguns parâmetros nos cultivos vêm sendo modificados com o objetivo de estimular 

o crescimento e induzir a produção de biomoléculas de interesse. Dentre estes parâmetros 

destacam-se a aplicação de campos magnéticos (CM) (HRISTOV, 2010), o uso de diferentes 

temperaturas e diferentes concentrações de nutrientes no meio de cultivo (COLLA et al., 

2007). 

Na tentativa de aumentar a concentração de proteína presente na Spirulina, novas 

tecnologias devem ser testadas dentre elas a utilização de CM. Segundo Hunt et al. (2009), os 

CM atuam como estimuladores ou inibidores de crescimento em organismos biológicos, 

podendo ter efeito sobre o metabolismo de micro-organismos, influenciando a síntese de 

carboidratos, proteínas e acúmulo de aminoácidos essenciais. Em estudos anteriores Deamici, 

Costa e Santos (2016) utilizando esta microalga, obtiveram aumento no crescimento celular e 

na concentração proteica da biomassa, quando esta foi exposta a aplicação de CM de 60 mT 

por 24 h d-1. 
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Além disso, a modificação nas condições de cultivo como a utilização de 

diferentes concentrações de fonte de nitrogênio no meio e o uso de diferentes temperaturas 

podem aumentar a concentração proteica e o crescimento celular das microalgas 

(BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008). Além destas modificações a aplicação de 

CM podem contribuir com o conteúdo proteico da biomassa de Spirulina sp. LEB 18. 

Segundo estudo de Colla et al. (2007) avaliando diferentes concentrações de nitrato de sódio 

(NaNO3) em diferentes temperaturas para o cultivo da microalga Spirulina platensis, houve 

aumento da concentração proteica para 71 % ao utilizar a concentração de 1,875 g L-1 a 35ºC 

em comparação com o cultivo controle (2,5 g L-1 a 30ºC) contendo 65 %.  

A maior produção de biomassa com elevado conteúdo proteico pode ser uma 

alternativa para alimentação humana, pois compete favoravelmente em termos de quantidade 

e qualidade com as proteínas convencionais. Proteínas alimentares são definidas devido sua 

funcionalidade em produtos alimentícios e por apresentarem fácil digestão. Na indústria de 

alimentos, as proteínas de soja e do leite são as mais utilizadas devido suas propriedades 

funcionais e valor nutritivo (AGARWAL et al., 2015). Fontes alternativas de proteínas para 

alimentação humana precisam ser desenvolvidas para atender a demanda populacional. As 

proteínas microalgais competem favoravelmente com as fontes convencionais em termos de 

qualidade e quantidade, o que torna a biomassa microalgal uma fonte promissora de proteína 

alimentar. A suplementação alimentar é o consumo de determinado nutriente quando o 

indivíduo não consegue atender suas necessidades nutricionais através da alimentação. A 

suplementação proteica pode ser utilizada para atender indivíduos com necessidades 

especiais, como idosos, recém-nascidos e praticantes de atividade física intensa (ALVES; 

LIMA, 2009). 

A partir disto, este estudo teve como objetivo aliar a aplicação de CM, diferentes 

temperaturas e diferentes concentrações de NaNO3 com intuito de obter biomassa com 

potencial aplicação em suplementos proteicos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Obter biomassa de Spirulina sp. LEB 18 com potencial uso no desenvolvimento 

de suplementos proteicos, a partir da aplicação de campos magnéticos e modificações nas 

condições de cultivo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

− Avaliar o efeito de diferentes temperaturas, concentrações de nitrato de sódio e 

aplicação de campo magnético durante cultivo da microalga Spirulina sp. LEB 18; 

− Avaliar digestibilidade e solubilidade proteica da biomassa microalgal.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
3.1 MICROALGAS 

 
Microalgas são micro-organismos fotoautotróficos com requerimentos 

nutricionais relativamente simples, filogeneticamente podem ser procarióticos ou eucarióticos 

(OLAIZOLA, 2003). A biomassa produzida pelo cultivo de microalgas destina-se às mais 

diversas aplicações como, suplemento alimentar, produção de carotenoides, vitaminas, ração 

animal ou fonte de biocombustíveis (ANDRADE; COSTA, 2008). Microalgas são 

consideradas organismos promissores para a produção de biomassa devido a sua capacidade 

de crescer rapidamente e produzir quantidades significativas de biomoléculas, como 

proteínas, carboidratos e lipídios (CHISTI, 2007).  

A alteração nos parâmetros de cultivo das microalgas pode influenciar no 

crescimento e na composição, modificando estrutura e composição bioquímica (nutrientes, 

vitaminas, enzimas e toxinas) (VONSHAK, 1997). Devido a isso, estudos na alteração das 

condições de cultivos são realizados com intuito de favorecer o crescimento e a produção de 

biomoléculas de interesse (RODRIGUES et al., 2010; SOLOVCHENKO et al., 2008; 

SUBHASH et al., 2014; XIE et al., 2017).   

As cianobactérias, também conhecidas como algas verde azuladas, apresentam 

maior diversidade morfológica entre os organismos procarióticos (GIOVANNONI et al., 

1988), diferenciando-se devido ao uso de água como doador de elétrons e produção de 

oxigênio, que é liberado para o meio ambiente. Estes micro-organismos possuem capacidade 

de se adaptar em ambientes, sendo tolerantes a mudanças de pH, temperatura, salinidade e 

disponibilidade de nutrientes. Estas características podem estar relacionadas à condição 

procarionte e a simplicidade de suas células. Algumas espécies necessitam de nutrientes, água 

e luz para seu crescimento, que possui altas velocidades (CHRONAKIS, 2001). 

 

3.2 Spirulina 

 
A microalga Spirulina (Arthrospira) é uma cianobactéria filamentosa denominada 

de alga azul pertencente ao grupo das Cyanophytas. Sua morfologia consiste na presença de 

tricomas cilíndricos multicelulares que se organizam em uma forma espiralada (VONSHAK, 

1997).   
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A Spirulina é utilizada na nutrição humana devido ao seu elevado conteúdo de 

proteínas e seu excelente valor nutritivo. Sua biomassa vem sendo produzida comercialmente 

há cerca de 30 anos, sendo que 60 % a 70 % de sua massa seca é constituída por proteínas 

(BECKER, 2007). Desde 1981, esta microalga foi aceita legalmente como fonte de proteínas 

pelo FDA (Food Drug Administration) podendo ser comercializada como alimento (FOX, 

1996). Existem evidências de que a ingestão de pequenas quantidades de biomassa microalgal 

(na maioria dos gêneros Chlorella, Scenedesmus e Spirulina) pode afetar de forma positiva a 

fisiologia de animais, auxiliando o sistema imunológico (BELAY, 2002). 

Quando cultivada em condições ideais de nutrientes, a biomassa de Spirulina é 

rica em proteínas, porém quando se realiza a restrição de algum destes nutrientes, altera-se a 

composição da microalga. Como por exemplo, a diminuição da concentração de nitrogênio no 

meio ocasiona a diminuição da síntese proteica. A partir disto, o conteúdo de proteína pode 

ser convertido em compostos de armazenamento de energia, como carboidratos (DISMUKES 

et al., 2008).   

A temperatura ótima para o crescimento desta microalga encontra-se entre 30ºC e 

35ºC, temperaturas acima disto podem ocasionar efeito deletério nesta cianobactéria 

(VONSHAK, 1997). Para o cultivo da Spirulina, o pH do meio deve ser mantido alcalino, 

pois esta microalga cresce de forma natural em ambientes com elevada salinidade e 

alcalinidade. De acordo com Costa et al. (2002), o intervalo de pH para o cultivo de Spirulina 

deve estar entre 8,3 e 11, pois nesta faixa a cianobactéria possui maior taxa fotossintética. 

 

3.3 PARÂMETROS QUE INFLUENCIAM O CULTIVO MICROALGAL 

 

Diversos fatores podem influenciar no cultivo de microalgas, desde temperatura, 

luminosidade, pH, aeração, concentração salina e disponibilidade de nutrientes no meio 

(JOHANSEN, 2012). Estes fatores influenciam na composição da microalga, ou seja, em sua 

estrutura, valor nutricional, digestibilidade e em sua composição bioquímica (nutrientes, 

enzimas, toxinas biossintetizadas) (VONSHAK, 1997). 

Os cultivos microalgais podem ser realizados em sistemas abertos ou fechados. Os 

sistemas abertos, geralmente são conduzidos em lagoas ao ar livre e sem controle em alguns 

parâmetros como luminosidade e temperatura, deixando assim os cultivos mais expostos a 

contaminantes e variações. Em sistemas fechados, no entanto, é possível controlar o 

funcionamento do sistema, permitindo maior controle dos parâmetros de cultivo ocasionando 
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maior eficiência fotossintética e, consequentemente obtendo maiores concentrações de 

biomassa (SU et al., 2008). 

Um dos principais parâmetros para o crescimento de microalgas é a temperatura, a 

qual exerce influência sobre as reações metabólicas, afetando também a natureza do 

metabolismo, a concentração de biomassa, as necessidades nutricionais e a composição da 

biomassa. A temperatura do ambiente deve ser escolhida em função das necessidades das 

espécies presentes e da finalidade dos cultivos (BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 

2008). 

Colla et al. (2007) estudaram as concentrações de 0,625; 1,25; 1,875 e 2,5 g L-1 de 

NaNO3 em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) no cultivo da cianobactéria Spirulina platensis 

juntamente com a influência de diferentes temperaturas (30ºC e 35ºC). Os autores observaram 

que a velocidade específica máxima de crescimento (µmáx) foi influenciada apenas pela 

temperatura, e a temperatura de 30ºC estimulou o crescimento da microalga, obtendo-se 

concentração de biomassa máxima de 0,92 g L-1.  Além disso, obteve-se concentração de 

proteínas de 70,15 % ao associar a concentração de 1,875 g L-1 de NaNO3 e temperatura de 

35ºC, aumentando em 12,6 % a concentração proteica em relação ao cultivo controle 

utilizando 2,5 g L-1 de NaNO3 a 30ºC.  

A influência da luz no desenvolvimento das microalgas está relacionada ao 

fotoperíodo (tempo de exposição à luz), intensidade e ao tipo de luz (cor). O cultivo sob alta 

intensidade luminosa é responsável pela foto-oxidação e foto-inibição. A foto-oxidação pode 

causar efeitos letais para as células, o que pode levar à perda total da cultura. Já a foto-

inibição pode diminuir o crescimento microalgal (OLAIZOLA, 2003).  

Para que os componentes do meio de cultura sejam devidamente absorvidos, 

deve-se haver controle do pH, o qual é influenciado pelas proporções entre formas de carbono 

dissolvidas na água de cultivo. O crescimento de microalgas pode ser afetado por variações 

nos níveis de pH, através de alteração no consumo do carbono disponível, o que pode 

ocasionar interferência na fotossíntese (ISMAIEL, EL-AYOUTY, PIERCEY-NORMORE, 

2016). 

A aeração também contribui para o crescimento das microalgas, pois proporciona 

a homogeneização das células. Além disso, facilita a transferência de gases, previne a 

sedimentação e ajuda no contato entre as células e os nutrientes (LITCHFIELD, 1977; 

RICHMOND, 2004).  

A salinidade é outro fator importante a ser considerado, pois pode afetar o 

crescimento e a composição da célula, sendo que cada microalga possui uma salinidade 
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considerada ótima. A variação na salinidade do meio pode prejudicar o crescimento da 

microalga devido ao estresse osmótico e iônico (BRAND, 1984).  

 

3.4 MEIO DE CULTIVO 

 

A composição do meio de cultura é uma simulação do meio natural em que a 

espécie habita e deve conter sais minerais, algumas vitaminas e alguns elementos traços. Os 

nutrientes necessários dividem-se em macronutrientes (C, H, O, N, P, S, K, Mg, Si e Fe) e 

micronutrientes (Mn, Cu, Zn, Mo, V, B, Co, Ca, Na, Se e Ni) (LOURENÇO, 2006).  

 

3.4.1 Carbono 

 

O carbono é o elemento necessário em maiores concentrações para as microalgas, 

pois é o componente mais importante de todas as substâncias orgânicas sintetizadas pelas 

células (proteínas, carboidratos, ácidos nucleicos, vitaminas e lipídios). Em cultivos de 

microalgas ocorre uma relação complexa entre pH e concentração de dióxido de carbono, 

devido ao equilíbrio químico entre as espécies (CO2(aq) ↔ H2CO3 ↔ HCO3
- ↔ CO3

2-) 

(RICHMOND, 2004). 

A adição da fonte de carbono aos cultivos microalgais possibilita maior 

rendimento em biomassa, pois além do assimilado através do metabolismo fotossintético 

haverá maior disponibilidade de carbono, o que pode resultar em maior produção de 

carboidratos (DERNER, 2006; RICHMOND, 2004). Os carboidratos são os principais 

derivados da fotossíntese a partir do metabolismo de fixação de carbono pelas microalgas. 

Estes podem ser acumulados como materiais de reserva (amido), ou tornarem-se componentes 

principais das paredes celulares (CHEN et al., 2013). 

A fotossíntese é um processo complexo que ocorre em duas fases. A fase 

fotoquímica converte a energia luminosa em energia química, proporcionando um redutor 

bioquímico (NADPH) e um composto de alta energia (ATP). A fase química utiliza os 

produtos obtidos na fase clara (NADPH e ATP) na redução do CO2 a carboidrato 

(VONSHAK, 1997). 

Na fase fotoquímica as enzimas ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase 

(RuBisCO) e fosforibuloquinase são responsáveis pela fixação do CO2 e catalisam a 

regeneração do aceptor de CO2. Nas cianobactérias, a fixação de CO2 ocorre via ciclo de 

Calvin-Benson, onde os carboidratos são os principais derivados da fotossíntese a partir do 
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metabolismo de fixação de carbono pelas microalgas. Estes podem ser acumulados como 

materiais de reserva, ou tornarem-se componentes principais das paredes celulares 

(BAROUKH et al., 2015). 

 

3.4.2 Nitrogênio 

 

O nitrogênio é componente do metabolismo primário das células, além de três 

classes de substâncias estruturais, proteínas, ácidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes, 

dentre estes se destacam as clorofilas e ficobilinas. Este macronutriente é requerido para a 

síntese de aminoácidos que irão participar da síntese de proteínas e outros componentes 

celulares como a ficocianina (RICHMOND, 2004). 

Elevadas concentrações de nitrogênio no meio de cultivo possuem tendência a 

aumentar a concentração de proteínas e clorofilas presentes na microalga. Em baixas 

concentrações podem reduzir a velocidade de crescimento celular, sendo nitrato ou ureia as 

fontes mais utilizadas para o cultivo de microalgas (PINHO; TORRES; SANT’ANNA, 2010). 

De acordo com Rajoka et al. (2006), a utilização de diferentes fontes de nitrogênio no meio 

ocasiona mudanças na síntese de proteínas e pigmentos.  

A utilização de nitrato como fonte de nitrogênio no meio de cultivo garante altas 

concentrações de biomassa de Spirulina platensis, o que justifica o uso dos meios de cultivo 

Zarrouk (1966), Paoletti et al. (1975) e Scholosser (1982) que empregam NaNO3 e nitrato de 

potássio (KNO3) em sua composição (MATSUDO, 2006). 

Abd El-Baky, El Baz e El-Baroty (2008) também investigaram diferentes 

concentrações de NaNO3 (0,0; 0,624; 1,25; 1,78 e 2,5 g L-1) no meio Zarrouk (ZARROUK, 

1966), para o cultivo de Spirulina maxima com o objetivo de aumentar os níveis de 

carotenoides, ficocianina, compostos fenólicos e clorofila. Com o aumento da concentração 

de NaNO3 (2,5 g L-1) os níveis de clorofila aumentaram em 111 % e a concentração de 

ficocianina em 134 % em comparação com os ensaios sem adição de NaNO3. 

A utilização de ureia como fonte de nitrogênio promove ganho energético ao meio 

de cultivo, pois sua hidrólise espontânea em meio alcalino forma amônia, que é facilmente 

assimilada pela Spirulina (MATSUDO, 2006).  

Costa et al. (2002) estudaram o crescimento de Spirulina platensis em água 

coletada da Lagoa Mangueira (RS) suplementada com ureia e bicarbonato de sódio. A água da 

lagoa apresenta baixas concentrações dos nutrientes necessários para o desenvolvimento desta 

microalga, sendo necessária a adição de nutrientes para prevenir o decréscimo da 
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concentração celular. Para realização dos cultivos foram utilizados erlenmeyer de 2 L e 

concentração celular inicial de 0,1 g L-1. Neste estudo, foram testadas as concentrações de 0,0; 

2,88; 9,84; 16,8 e 19,70 g L-1 de bicarbonato de sódio e 0,0; 1,7; 5,85; 10,0 e 11,7 mg L-1 de 

ureia. Os autores observaram que a adição de 5,85 mg L-1 de ureia, sem adição de bicarbonato 

de sódio, aumentou a produção de biomassa em 2,67 vezes em comparação ao ensaio somente 

com água da Lagoa, sem suplementação de nutrientes. 

 

3.5 CAMPOS MAGNÉTICOS 

 
Campos magnéticos (CM) correspondem à região onde atuam forças magnéticas. 

Os CM podem ser classificados como uniformes, contínuos ou alternados, sendo que campos 

uniformes mantêm a intensidade em determinado local, campos contínuos mantêm a 

intensidade ao longo do tempo e os campos alternados variam a intensidade aplicada. A 

unidade utilizada pelo sistema internacional (SI) é o tesla (T) (BURNS; MACDONALD, 

1975). 

Os efeitos biológicos causados pelo CM dependem da intensidade, da frequência, 

do tempo de exposição e da orientação dos polos. Os efeitos causados pelo CM podem ser 

nulos, inibitórios ou estimulantes (HUNT et al., 2009). As respostas biológicas à aplicação de 

CM não são lineares. Atribui-se os efeitos de estímulo ou inibição dos campos a mudanças 

das membranas, mudanças na síntese de DNA, alterações do fluxo de íons através das 

membranas ou mudanças nas estruturas de biomoléculas (SANTOS, 2008). 

A utilização de tratamentos magnéticos no cultivo microalgal apresenta certas 

vantagens, como não apresentar toxicidade e não ser poluente, além disso, é uma tecnologia 

segura e com menor custo (TU et al., 2015). A influência da exposição de microalgas ao CM 

vem sendo realizada a fim de entender quais seus efeitos no metabolismo destas células. 

Estudos procuram mostrar a possibilidade de interação dos CM, nas diferentes aplicações 

biotecnológicas, na tentativa de identificar quais os parâmetros mais favoráveis ao processo, 

como intensidades, tempos de exposição e tipos de campo (LI et al., 2007; SMALL; HÜNER; 

WAN, 2012). Os bioefeitos dos CM no cultivo de microalgas necessitam de mais pesquisas, 

porém com os poucos trabalhos reportados na literatura, é possível observar resultados 

positivos em relação ao crescimento e produção de biomassa. No entanto, se faz necessário 

estudar diferentes intensidades de CM e diferentes períodos de exposição, bem como 

diferentes espécies de microalgas (DEAMICI et al., 2016).  
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Hirano, Ohta e Abe (1998) avaliaram os efeitos de diferentes CM (0,05 – 70 mT) 

no cultivo da cianobactéria Spirulina platensis IAM M – 135 e verificaram que com o 

aumento da intensidade magnética houve aumento da eficiência fotossintética. Ao aplicar     

10 mT obteve-se velocidade específica máxima de crescimento (µmáx) de 0,22 d-1, enquanto 

no cultivo controle, sem aplicação de CM, a µmáx foi 0,15 d-1. A concentração de carboidratos 

aumentou 1,2 vezes ao utilizar 10 mT em relação ao cultivo controle, e o mesmo foi 

observado para a concentração de ficocianina que aumentou em 54 %. O crescimento foi 

inibido quando a microalga S. platensis foi exposta a CM acima de 40 mT, enquanto os 

conteúdos de clorofila e β-caroteno não foram afetados pela presença do CM. Quando foi 

aplicado 70 mT, houve decréscimo de 20 % na concentração de ficocianina e diminuição da 

concentração de carboidratos em 0,6 vezes, quando comparado ao cultivo controle.  

Li et al. (2007) cultivaram Spirulina platensis durante 7 dias com aplicação de 

CM máximo de 550 mT a fim de avaliar os efeitos do CM no crescimento e na composição 

nutricional da microalga. Os melhores resultados foram alcançados com 250 mT, onde houve 

aumento da massa seca em 47 % em 6 d de cultivo, e aumento da concentração de clorofila a 

em 31 % em relação ao cultivo controle. Ao utilizar 550 mT obteve-se crescimento da 

microalga até 4 d de cultivo, após este período houve diminuição na concentração de 

biomassa ocasionando morte celular no 6º d. Os autores concluíram que a intensidade de    

250 mT deve ser aplicada a fim de aumentar o crescimento da microalga quando cultivada em 

fermentadores air-lift. 

Tu et al. (2015) avaliaram o efeito do CM (0,5 mT – 500 mT) na concentração de 

clorofila a, oxigênio dissolvido e taxa de produção de oxigênio fotossintético de Scenedesmus 

obliquus FACHB-276 em sistema de tratamento de efluentes. A utilização de 100 mT durante 

0,5 h aumentou a produção de clorofila a em 11,5 % e a taxa de produção de oxigênio em 

24,6 % em relação ao controle. 

Deamici et al. (2016) avaliaram o efeito de 30 mT e 60 mT no cultivo de 

Chlorella fusca LEB 111 em períodos de exposição de 1 h d-1 e 24 h d-1 utilizando ímãs de 

ferrite. Os autores relataram que o cultivo submetido a 30 mT durante 1 h d-1 obteve maior 

concentração de proteína (64 %) em comparação ao cultivo controle (60 %).  

Em outro estudo Deamici, Costa e Santos (2016) estudaram o efeito de CM 

durante o cultivo da cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 com intensidade de 60 mT por 1 h d-1 

ou 24 h d-1, avaliando o crescimento da microalga, bem como a concentração de proteínas na 

biomassa. A concentração de proteínas observada foi 14,3 % maior quando utilizou-se 60 mT 

durante 24 h d-1. 
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Bauer et al. (2017) estudaram a influência de 30 mT e 60 mT no cultivo de 

Chlorella kessleri LEB 113 durante 1 h d-1 e 24 h d-1. A utilização de 60 mT durante 1 h d-1 

estimulou o crescimento da microalga em 82,8 % em comparação com o cultivo controle, 

além disso, estas condições proporcionaram estímulo na produção de clorofila a em 38,9 %. 

 

3.6 PROTEÍNAS 

 
As proteínas são as macromoléculas mais versáteis dos organismos vivos, são 

polímeros complexos, formados por carbono, hidrogênio, oxigênio e nitrogênio, e por grande 

número de aminoácidos. A partir das proteínas diferentes organismos podem gerar produtos 

diversos, como enzimas, hormônios, anticorpos, fibras musculares e transportadores, 

possuindo atividades biológicas distintas. Proteínas podem interagir entre si e com outras 

biomoléculas o que aumenta sua funcionalidade (MONTERO-LOMELI; RUMJANEK, 

2013).  

A organização espacial de uma proteína é resultante do tipo de aminoácidos que a 

compõem e de como eles estão dispostos uns em relação aos outros. A estrutura de proteínas 

pode ser desestabilizada por mudanças de pH, temperatura, adição de sais, pressão, forças de 

cisalhamento, ou até mesmo combinação destas condições (MARZZOCO; TORRES, 2007). 

Durante o processamento de alimentos podem ocorrer alterações na estrutura da 

proteína, porém algumas delas são desejáveis modificando sua estrutura e funcionalidade 

intencionalmente. As proteínas produzidas biologicamente podem ser utilizadas na 

alimentação, entretanto, proteínas alimentares são definidas por apresentarem fácil digestão e 

devem ser utilizáveis funcionalmente em produtos alimentícios (DAMODARAN; PARKIN; 

FENNEMA, 2010).  

Proteínas de qualidade inferior carecem de um ou mais aminoácidos em sua 

composição, já as proteínas consideradas superiores provêm de alimentos com todos 

aminoácidos essenciais, mantendo um equilíbrio proteico e permitindo o crescimento e reparo 

de tecidos (MCARDLE; KATCH; KATCH, 2002). Segundo Damodaran, Parkin e Fennema 

(2010), fontes alternativas de proteínas para alimentação humana precisam ser desenvolvidas 

para atender a demanda populacional. No entanto, a adequação dessas novas fontes de 

proteínas para uso em alimentos depende de seu custo e de sua capacidade de cumprir a 

função normal dos ingredientes proteicos. Neste contexto enquadram-se as proteínas obtidas a 

partir de micro-organismos. 
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As proteínas microalgais competem favoravelmente, em termos de qualidade e 

quantidade, com as fontes convencionais como soja, ovos e peixe, tornando os organismos 

unicelulares uma fonte promissora de proteína alimentar (EJIKE et al., 2017). A composição 

bioquímica das microalgas depende das condições de cultivo utilizadas, o que acarreta 

modificações no valor nutricional da biomassa que será utilizada como ingrediente alimentar 

(BECKER, 2007). A Spirulina é utilizada na alimentação humana devido a seu elevado teor 

proteico e valor nutritivo, atribui-se a esta cianobactéria possíveis efeitos promotores de 

saúde, como diminuição de hiperlipidemia, supressão da hipertensão, proteção contra falha 

renal e supressão de elevado nível de glicose (SPOLAORE et al., 2006). 

A qualidade nutricional de uma proteína é determinada pelo conteúdo, proporção 

e disponibilidade de seus aminoácidos, sendo um dos aspectos mais importantes para definir o 

valor nutricional de novos ingredientes e alimentos (EJIKE et al., 2017). O uso de ensaios 

biológicos in vivo para avaliar a qualidade da proteína usando animais experimentais é 

demorado e com custo elevado, enquanto os ensaios in vitro que simulam a digestão de 

proteínas, com enzimas proteolíticas padronizadas, oferecem uma maneira efetiva de analisar 

grande número de amostras (MIŠURCOVÁ et al., 2010). Esses métodos podem 

complementar a composição de nutrientes e o perfil de aminoácidos, além disso, apresentam 

menor custo que os testes in vivo, não exigem testes em animais, os resultados são obtidos 

rapidamente e podem-se utilizar pequenas quantidades de amostra (BECKER, 2007). 

Lisboa, Pereira e Costa (2016) avaliaram a digestibilidade proteica da biomassa de 

Spirulina sp. LEB 18 e seus hidrolisados proteicos, estes hidrolisados foram obtidos a partir 

de hidrólise enzimática utilizando a enzima Protemax 580 L. A biomassa microalgal 

apresentou digestibilidade proteica de 74,1 %, enquanto que os hidrolisados com elevado grau 

de hidrólise apresentaram valores próximos a 100 % e os hidrolisados com baixo grau de 

hidrólise de 91,5 % de digestibilidade. Resultados semelhantes foram reportados por 

Mišurcová et al. (2010) que obtiveram 71,4 % de digestibilidade proteica ao analisar a 

biomassa de Spirulina pacifica e 81,9 % com biomassa de Spirulina platensis. 

 

3.7 ALIMENTOS COM ADIÇÃO DE BIOMASSA DE Spirulina 

 
As algas verdes azuladas são talvez a forma de vida mais antiga na Terra e têm 

sido utilizadas como fonte de alimento humano desde tempos remotos. Microalgas possuem a 

capacidade de incrementar o conteúdo nutricional de alimentos, afetando de maneira positiva 

a saúde humana. Devido a isso a aplicação de microalgas na alimentação objetivou estudos de 
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seu cultivo para melhorar ainda mais sua composição nutricional (AQUARONE et al., 2001; 

LOURENÇO, 2006). 

Dentre as proteínas presentes na biomassa de Spirulina encontram-se 

principalmente as ficobiliproteínas. Sendo estas responsáveis pela captação de luz durante a 

fotossíntese e por atuar como mecanismos de reserva de nitrogênio. Quando em situações de 

estresse, onde há deficiência de fonte de nitrogênio, as ficobiliproteínas são degradadas 

liberando nitrogênio para os processos metabólicos essenciais. Além disso, as proteínas 

encontradas nesta microalga apresentam todos os aminoácidos essenciais em sua composição 

(LOURENÇO, 2006). 

Por apresentar elevada concentração de proteínas, a Spirulina é uma excelente 

opção de suplemento nutricional para os vegetarianos, sendo uma alternativa às proteínas de 

origem animal. Este suplemento tem se tornado cada vez mais procurado por atletas e pessoas 

que buscam uma vida mais saudável (KARKOS et al., 2011). Além de possuir elevada 

concentração de proteínas em sua composição a biomassa de Spirulina exibe alta 

digestibilidade (74,1 %) (LISBOA; PEREIRA; COSTA, 2016). Avaliações nutricionais 

demonstraram que a biomassa desta microalga é benéfica como suplemento alimentar e pode 

ser utilizada para substituição das fontes convencionais de proteínas (BECKER, 2007). 

Estudos utilizando a biomassa de Spirulina em alimentos vêm sendo realizados a 

fim de preparar novos alimentos como hipercalóricos, shakes para idosos (SANTOS et al., 

2016), biscoitos (BATISTA et al., 2017; MORAIS; MIRANDA; COSTA, 2006), pães 

(FIGUEIRA et al., 2011) e massas (FRADIQUE et al., 2010).  

Morais, Miranda e Costa (2006) elaboraram biscoitos de chocolate contendo 

diferentes concentrações de biomassa de Spirulina a fim de avaliar as características físico-

químicas, sensoriais e digestibilidade. As concentrações de biomassa adicionadas nos 

biscoitos foram 1 %, 3 % e 5 % (v/v). Os biscoitos contendo 1 % da biomassa apresentaram 

86,9 % de digestibilidade e maior aceitação pelos julgadores na análise sensorial com 58 % de 

intenção de compra pelos julgadores. 

Fradique et al. (2010) desenvolveram massa do tipo espaguete adicionando 0,5 %, 

1 % e 2 % (m m-1) de biomassa de Chlorella vulgaris e Spirulina maxima e compararam com 

a massa espaguete de semolina padrão. Neste estudo foram avaliados os parâmetros de 

qualidade das massas cruas e cozidas, como tempo de cozimento, textura e índice de absorção 

de água. As massas adicionadas de biomassa de Spirulina apresentaram tempo de cozimento 

de 5 min, semelhante a amostra controle (massa sem adição de biomassa). As amostras 

contendo 0,5 % de Chlorella apresentaram maior aceitação pelos julgadores.  
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Figueira et al. (2011) desenvolveram pães sem glúten utilizando farinha de arroz e 

pães enriquecidos com biomassa de Spirulina platensis (2 % a 5 %) para aumentar o teor 

proteico dos pães. Quando comparados ao pão não enriquecido, a adição de biomassa 

aumentou em 39,0 % o conteúdo proteico e não houve diferença significativa na análise 

sensorial para os pães adicionados de biomassa. 

Santos et al. (2016) desenvolveram shakes para idosos, um produto foi 

enriquecido com 750 mg de biomassa de Spirulina a cada 100 g de produto, e o outro foi 

desenvolvido sem adição de biomassa. Os produtos foram submetidos a análise sensorial e 

estimativa de vida útil. O produto desenvolvido sem adição de biomassa resultou em 79 % de 

intenção de compra dos julgadores, enquanto o produto adicionado de biomassa apresentou 55 

% e tempo de validade de 19 meses, sendo que para o produto sem adição de Spirulina o 

tempo de validade passou para 24 meses. 

Park e Lee (2016) realizaram estudo utilizando suplementação de Spirulina com o 

intuito de obter respostas no metabolismo de idosos coreanos, sendo selecionados 78 idosos. 

Metade deles utilizou 8 g de biomassa de Spirulina diariamente como suplementação e a outra 

metade foi suplementada com placebo (100 % amido). Os idosos que utilizaram a biomassa 

como fonte de suplementação apresentaram diminuição do colesterol de 191,1 mg dl-1 para 

179,2 mg dl-1 após 12 semanas.  

Carvalho et al. (2016) desenvolveram suplementos para praticantes de atividade 

física, um com 0,5 % m m-1 de biomassa de Spirulina e outro sem adição de biomassa. Os 

suplementos desenvolvidos foram: repositores de eletrólitos, suplementos para recuperação 

muscular e intensificadores musculares, estes suplementos foram comparados com amostras 

comerciais. Não houve diferença significativa na aceitação sensorial dos repositores de 

eletrólitos e nos suplementos para intensificação muscular. O suplemento desenvolvido para 

recuperação muscular sem adição de biomassa obteve 73 % de aceitação pelos julgadores, 

enquanto o suplemento comercial obteve 55 %, já o suplemento com adição de 0,5 % de 

biomassa obteve 72 % de aceitação. 

Batista et al. (2017) avaliaram a adição de biomassa das microalgas Arthrospira 

platensis F & M-C256, Chlorella vulgaris Allma, Tetraselmis suecica F & M-M33 e 

Phaeodactylum tricornutum F & M-M40 como ingredientes inovadores para melhorar as 

propriedades funcionais de biscoitos. As concentrações de 2 % e 6 % (m m-1) de biomassa 

foram testadas e comparadas ao controle, sem adição de biomassa. As propriedades sensoriais 

e físicas dos cookies foram avaliadas durante 8 semanas, apresentando alta estabilidade de cor 

e textura. Os cookies preparados com biomassa de A. platensis e C. vulgaris apresentaram 
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concentrações de proteínas de 7,8 % e 8 %, respectivamente, enquanto a amostra controle 

apresentou 4,9 %. Todos os biscoitos avaliados, com e sem adição de biomassa microalgal, 

apresentaram digestibilidade proteica in vitro de 90 %. O biscoito contendo 2 % de biomassa 

de A. platensis apresentou 45 % de intenção de compra pelos julgadores, obtendo a maior 

aceitação global a partir de análise sensorial.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MICRO-ORGANISMO E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Para este estudo foi utilizada a cianobactéria Spirulina sp. LEB 18 isolada da 

Lagoa Mangueira localizada no município de Santa Vitória do Palmar – RS (MORAIS et al., 

2008). Para manutenção do inóculo, foi utilizado meio de cultivo Zarrouk (ANEXO 1) 

(ZARROUK, 1966). Os cultivos foram realizados em fotobiorreatores tubulares verticais de  

2 L com volume útil de 1,8 L, mantidos em estufas termostatizadas com fotoperíodo de 12 h 

(claro/escuro), iluminância de 30 µmol m-2 s-1 e aeração de 0,3 vvm (volume de ar volume de 

meio-1 min-1) (DEAMICI; COSTA; SANTOS, 2016; MENESTRINO, 2017). A iluminância 

foi medida através de luxímetro (Instrutherm, LD-209, Brasil) e os ensaios foram realizados 

com agitação contínua, fornecida por injeção de ar comprimido, passando por filtro de lã de 

vidro para esterilização.  

A concentração de biomassa inicial foi 0,2 g L-1 e os ensaios foram realizados 

durante 16 dias (MENESTRINO, 2017), sendo testadas temperaturas de 30ºC e 35ºC, bem 

como diferentes concentrações de nitrato de sódio (2,5 g L-1 e 1,875 g L-1) em meio Zarrouk 

(COLLA et al., 2007), conforme apresentado na Tabela 1. Nos ensaios com aplicação de CM 

foram estudadas as intensidades de 30 mT e 60 mT (DEAMICI; COSTA; SANTOS, 2016) 

com período de exposição do cultivo ao CM de 24 h d-1 durante o período de cultivo (16 d). 

 

Tabela 1 - Condições de cultivo estudadas para a microalga Spirulina sp. LEB 18. 

Ensaio Temperatura 
(ºC) 

Concentração de 
NaNO3 (g L-1) 

Aplicação de CM* 
(mT) 

1 30 2,50 - 
2 30 2,50 30 
3 30 2,50 60 
4 35 2,50 - 
5 35 2,50 30 
6 35 2,50 60 
7 30 1,875 - 
8 30 1,875 30 
9 30 1,875 60 

10 35 1,875 - 
11 35 1,875 30 
12 35 1,875 60 

*CM = Campo magnético  
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A aplicação de CM durante os cultivos foi realizada a partir da adaptação de ímãs 

de ferrite ao redor dos fotobiorreatores (Figura 1). Para todos os ensaios, foram realizados 

cultivos controle sem aplicação de CM mantendo-se as condições de temperatura, 

concentração de nitrato de sódio, aeração e luminosidade. Nos cultivos controle os ímãs foram 

substituídos por material inerte, a fim de manter a uniformidade luminosa recebida pela 

microalga.  

A evaporação da água durante os cultivos foi controlada por meio da manutenção 

do volume das culturas com reposição diária de água destilada estéril. Os cultivos foram 

realizados em triplicata.  

 
Figura 1 - Fotobiorreator tubular com aplicação de campo magnético. 

 
                                           Fonte: Deamici et al. (2016). 

 

4.2 DETERMINAÇÕES ANALÍTICAS DURANTE O CULTIVO 

 

Diariamente nos cultivos foram retiradas alíquotas de 5 mL para determinação da 

concentração de biomassa e pH.  
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4.2.1 Determinação da concentração de biomassa 

 

A concentração de biomassa foi determinada mediante leitura da densidade ótica 

dos cultivos em espectrofotômetro (QUIMIS, Q7980RM, BRASIL), com comprimento de 

onda de 670 nm, utilizando curva padrão que relaciona a densidade ótica e a massa seca de 

biomassa (COSTA et al., 2002).  

 

4.2.2 Determinação de pH 

 

O pH dos cultivos foi avaliado por meio da leitura direta em pHmetro digital 

(KASVI, K39-2014B, CHINA). 

 

4.3 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE CRESCIMENTO 

 

Os parâmetros de crescimento determinados nos cultivos foram a produtividade 

máxima (Pmáx) (Equação 1), velocidade específica máxima de crescimento (µmáx) (Equação 2), 

concentração de biomassa máxima (Xmáx) e tempo de geração (tg) (Equação 3).  

 

Pmáx =
(X-X0)
(t-t0)

 (1) 

μmáx= 
1
x

 . 
dx
dt

 
 

(2) 
 

tg =
ln (2)
μmáx

 (3) 

 
 

4.4 RECUPERAÇÃO DA BIOMASSA DO MEIO LÍQUIDO 

 

Ao final dos cultivos, a biomassa foi recuperada do meio líquido através de 

centrifugação (HITACHI, himac CR-GIII, Japão) (9500 x g; 20°C; 20 min), ressuspendida em 

água destilada e novamente centrifugada (9500 x g; 20°C; 10 min) para remoção dos sais do 

meio de cultivo. A biomassa centrifugada foi seca em estufa com circulação de ar por 24 h a 

40ºC, após esse período a biomassa foi homogeneizada utilizando gral e pistilo. As amostras 
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secas foram mantidas em freezer a -20ºC para posterior caracterização quanto ao teor de 

proteínas, lipídios, carboidratos, cinzas e umidade. 

 

4.5 COMPARAÇÃO ENTRE OS ENSAIOS COM CAMPO MAGNÉTICO E OS 

ENSAIOS CONTROLE 

 
A eficiência de aplicação dos CM para os resultados da caracterização da 

biomassa foi calculada a partir da Equação 4 (BAUER et al., 2017; DEAMICI et al., 2016), 

onde o valor da eficiência corresponde à diferença percentual da resposta avaliada com a 

aplicação de CM (CCM), em relação as respostas obtidas nos CC (Ccontrole).  

 

Eficiência () (%)= 
(CCM-CControle)

CCM
 . 100  

 

(4) 

4.6 CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA 

 

As biomassas obtidas ao final dos cultivos foram avaliadas quanto a concentração 

de proteínas, carboidratos, lipídios, cinzas e umidade. Para realização das determinações de 

proteínas e carboidratos foi necessário preparar extratos aquosos com a biomassa. A partir de 

5 mg de biomassa microalgal seca foi adicionado 10 mL de água destilada, que foram 

sonicados em sonda ultrassônica (COLE PARMER, CPX 130, EUA) por 10 min, em ciclos 

de 59 s (59 s ligada e 59 s desligada). O conteúdo de lipídios, cinzas e umidade foram 

determinados utilizando a biomassa seca. 

 

4.6.1 Determinação da concentração de proteínas 

 

A concentração de proteínas nas biomassas foi determinada pelo método 

colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951), utilizando curva padrão de albumina. Para 

realização desta metodologia foram adicionados 0,5 mL do extrato obtido da biomassa 

juntamente com 0,5 mL de NaOH 1 mol L-1 em tubos de ensaios. Estes tubos foram aquecidos 

a 100ºC durante 5 min em banho-maria e após foram resfriados em banho de água fria durante 

10 min. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de solução de Na2CO3 5 % (m v-1), tartarato 

de sódio e potássio 1 % (m v-1) e CuSO4.5H2O 0,5 % (m v-1), após 10 min adicionou-se       
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0,5 mL de Follin-Ciocalteau (1 mol L-1). Os tubos foram mantidos no escuro durante 30 min e 

após este período foi realizada leitura da absorbância em espectrofotômetro a 750 nm. 

 

 

4.6.2 Determinação da concentração de carboidratos 

 

A concentração de carboidratos foi determinada pelo método fenol-sulfúrico 

descrito por Dubois et al. (1956), utilizando curva padrão de glicose. Para realização deste 

método adicionou-se 1 mL do extrato de biomassa e 1 mL de solução fenol 5 % (v v-1) em 

tubos de ensaio. Os tubos foram agitados e adicionou-se 5 mL de H2SO4, sendo agitados 

novamente. Após repouso de 10 min, os tubos foram resfriados em banho de água fria por    

20 min para parar a reação com o ácido. Transcorrido este tempo, as absorbâncias das 

amostras foram lidas em espectrofotômetro a 488 nm. 

 

4.6.3 Determinação da concentração de lipídios 

Os lipídios presentes na biomassa foram extraídos segundo método proposto por 

Folch, Lees e Stanley (1957), utilizando como solventes clorofórmio e metanol. Para tal, 

foram utilizados 200 mg de biomassa e 5 mL de clorofórmio-metanol (2:1) sendo adicionados 

em tubos de centrífuga. Em seguida, os tubos foram agitados em banho ultrassônico por       

15 min e centrifugados a 6000 x g por 5 min. O sobrenadante obtido foi recolhido para tubo 

falcon de 50 mL. Estas etapas foram realizadas quatro vezes. No tubo falcon contendo o 

sobrenadante, adicionou-se 5 mL de KCl 0,88 % (m v-1) e centrifugou-se a 6000 g por 5 min 

para separação das fases. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionou-se 5 mL 

de metanol-água (2:1), centrifugou-se novamente a 6000 g durante 5 min e descartou-se o 

sobrenadante, a fase inferior foi filtrada em papel filtro contendo sulfato de sódio anidro 

direto em balão de fundo chato. Os solventes foram evaporados em rotaevaporador e estufa a 

50ºC por 2 h. O teor de lipídios foi determinado por diferença de massa, de acordo com a 

Equação 5. 

 

Lipídios (%) = 
massa final dos lipídios

massa de amostra
 . 100 (5) 
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4.6.4 Determinação do teor de umidade 

 

O teor de umidade foi determinado a partir de metodologia oficial descrita pela 

Official Methods of Analysis - AOAC (2000), onde as amostras foram submetidas a 105ºC em 

estufa até massa constante, de acordo com a Equação 6. 

 

Umidade (%) = 
massa da amostra úmida - massa da amostra seca

massa da amostra úmida
 . 100 (6) 

 

4.6.5 Determinação do teor de cinzas 

 

O teor de cinzas foi determinado a partir de metodologia oficial descrita pela 

Official Methods of Analysis - AOAC (2000). A biomassa seca foi incinerada em bico de 

Bunsen e após foi transferida para forno mufla a 560ºC por 3 h. O teor de cinzas foi obtido de 

acordo com a Equação 7. 

 

Cinzas (%) = 
massa da cinza

massa da amostra
 . 100 (7) 

 

4.7 CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA PROTEICA 

 

Após a caracterização de todas as condições testadas pelos métodos descritos 

anteriormente, selecionou-se os ensaios em que se obteve biomassa com maior concentração 

de proteínas para dar seguimento ao desenvolvimento do estudo. Sendo assim, foi realizada a 

caracterização da biomassa selecionada quanto a concentração de proteínas utilizando método 

de micro-Kjeldahl (AOAC, 2000). Além disso, também foram realizadas análises de 

digestibilidade proteica in vitro e solubilidade proteica.  

 

4.7.1 Determinação de proteína total por micro-Kjeldahl 

 

A concentração de proteínas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi determinada 

através do método micro-Kjeldahl (AOAC, 2000). Para desenvolvimento desta metodologia 

foram pesados 200 mg de amostra em papel filtro juntamente com 700 mg de catalisador, 

contendo sulfato de potássio e selênio, em tubo digestor, onde foram adicionados 3 mL de 
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peróxido de hidrogênio e 7 mL de ácido sulfúrico. As amostras foram digeridas por 

aproximadamente 6 h. Após o resfriamento das amostras, estas foram transferidas para tubos 

de destilação de nitrogênio, onde foram adicionados 20 mL de água destilada e 4 gotas de 

fenolftaleína. Em erlenmeyer foram adicionados 10 mL de ácido bórico 4 % e 4 gotas de 

indicador misto, sendo este e o tubo de destilação contendo a amostra adaptados no destilador, 

onde foram liberados 30 mL de NaOH 40 % no tubo contendo a amostra. Após recolher 

aproximadamente 125 mL no erlenmeyer coletor, retirou-se o erlenmeyer e o tubo de 

destilação do equipamento. As amostras foram tituladas utilizando HCl 0,1 mol L-1. A 

concentração total de proteínas foi calculada a partir da Equação 8, onde V foi o volume de 

HCl gasto na titulação da amostra, F o fator da solução de HCl e P a massa da amostra, o fator 

de conversão utilizado para a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi 5,95, segundo López et al. 

(2010). 

 

Proteínas (%) = V .  F. 
0,014

P
 . 5,95 . 100 (8) 

 

4.7.2 Digestibilidade proteica in vitro 

 

A digestibilidade proteica in vitro da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi 

avaliada através do método descrito por Akeson e Stahmann (1964). Alíquotas de 500 mg de 

amostra foram suspendidas em 10 mL de solução contendo 1 mg mL-1 de pepsina e incubadas 

a 37°C por 3 h. Após este período, a hidrólise com pepsina foi inibida através da adição de   

10 mL de NaOH 0,1 mol L-1. As amostras foram centrifugadas a 660 x g por 15 min, o 

sobrenadante foi armazenado a 4°C e filtrado posteriormente. No precipitado, adicionou-se  

10 mL de solução tampão fosfato de sódio (0,2 mol L-1, pH 8,0) contendo 2 mg mL-1 de 

pancreatina, mantendo-se a reação a 37°C por 24 h. Após a hidrólise com pancreatina, 

adicionou-se TCA 30 % para parar a reação. TCA 5 % foi utilizado para completar o volume 

reacional para 50 mL e centrifugou-se novamente a 660 x g por 15 min, o sobrenadante foi 

filtrado e o precipitado descartado. Os sobrenadantes provenientes da hidrólise com pepsina e 

pancreatina foram quantificados quanto à proteína solúvel pelo método de Lowry et al., 

(1951) utilizando tirosina como padrão de referência. A digestibilidade proteica da biomassa 

foi calculada a partir da Equação 9, onde DPIV é a digestibilidade proteica in vitro, PS a 

concentração de proteína solúvel após a digestão enzimática determinada pelo método de 
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Lowry et al. (1951) (mg mL-1) e PTOTAL a concentração de proteína total na biomassa 

determinada por micro-Kjeldahl (AOAC, 2000) (mg mL-1). 

 

DPIV (%)= PS
PTOTAL

 . 100                                                                                                        (9) 

 

4.7.3 Solubilidade proteica 

 

A solubilidade das proteínas da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi determinada 

através do método de Morr et al. (1985) em pH 2, 4 e 6. Amostras de 500 mg foram 

ressuspendidas em 2 mL de NaCl (0,1 mol L-1) sob agitação. Após total dispersão da amostra 

foram adicionados 40 mL de solução tampão em pH correspondente e manteve-se sob 

agitação durante 45 min. Após este período, o volume foi completado em balão volumétrico 

de 50 mL e a suspensão foi centrifugada a 660 x g por 30 min. A concentração de proteína 

solúvel foi determinada segundo Lowry et al. (1951) e a solubilidade proteica calculada 

utilizando-se a Equação 10, onde SP é a solubilidade proteica, PSS a concentração de proteínas 

solúveis no sobrenadante determinada por Lowry et al. (1951) (mg mL-1) e PTOTAL a 

concentração de proteínas na amostra determinada por micro-Kjeldahl (AOAC, 2000)        

(mg mL-1).  

 

SP (%)= PSS . 50

mAMOSTRA  . 
PTOTAL

100

 . 100                                                                                             (10) 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As respostas obtidas nos ensaios foram avaliadas por análise de variância 

(ANOVA) e por teste de Tukey para comparação entre médias, com nível de significância de 

90 % de confiança. Também se realizou teste t de Student com nível de significância de 95 %. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 CONCENTRAÇÃO DE BIOMASSA E PARÂMETROS CINÉTICOS 

 

Na Figura 2 encontram-se as concentrações de biomassa (g L-1) ao longo do 

tempo de cultivo (16 d) de Spirulina sp. LEB 18 utilizando 30ºC, diferentes concentrações de 

NaNO3 e CM de 30 mT e 60 mT. Conforme pode ser observado, houve crescimento da 

microalga em todas as condições testadas, porém a aplicação de CM estimulou o crescimento 

de Spirulina sp. LEB 18, além disso, pode-se observar que a redução da concentração de 

NaNO3 em associação com 60 mT obteve maior concentração de biomassa (Xmáx)            

(1,40 ± 0,06 g L-1). Nenhum dos ensaios realizados apresentou fase de adaptação, 

apresentando crescimento exponencial desde o primeiro dia. 

Segundo Deamici, Costa e Santos (2016) ao cultivar Spirulina sp. LEB 18 com 

aplicação de CM de 30 mT e 60 mT em diferentes períodos de exposição (1 h d-1 e 24 h d-1), 

houve aumento de 95 % na concentração de biomassa (Xmáx) ao utilizar intensidade de 60 mT 

durante 1 h d-1 em comparação ao cultivo controle, sem aplicação de CM. Além disso, no 

estudo de Li et al. (2007), ao aplicar intensidades de 0 a 550 mT os autores observaram efeito 

estimulante no crescimento ao utilizar 250 mT, porém ao aplicar maiores intensidades houve 

inibição do crescimento de Spirulina platensis. No cultivo da microalga Chlorella kessleri, 

Bauer et al. (2017) utilizaram 30 mT e 60 mT em diferentes tempos de exposição (1 h d-1 e  

24 h d-1) para verificar os efeitos sobre o crescimento da microalga. Os autores obtiveram 

maior Xmáx (1,39 g L-1) ao utilizar 60 mT durante 1 h d-1, em comparação com o cultivo 

controle (0,76 g L-1). 

Sendo assim, conforme foi observado neste estudo, bem como nos estudos de 

Deamici, Costa e Santos (2016), Li et al. (2007) e Bauer et al. (2017) a utilização de maiores 

intensidades obtiveram maiores concentrações de biomassa, demonstrando efeito estimulante 

para o crescimento de microalgas. Ao utilizar 35ºC (Figura 3) pode-se perceber que houve 

redução na concentração de biomassa em comparação a 30ºC. De acordo com Pandey et al. 

(2014), isto pode estar relacionado com estímulo da taxa de respiração da microalga em 

temperaturas elevadas, o que ocasiona alto gasto de energia celular e consequentemente a 

redução da concentração de biomassa. Portanto, a utilização de elevadas temperaturas, como 

no caso de 35ºC, em associação com diferentes concentrações de NaNO3 e aplicação de CM 

não influenciou no crescimento microalgal, não havendo diferença entre os cultivos com 



48 
 

 

aplicação de CM e os cultivos controle. A utilização da temperatura de 30ºC obteve maiores 

Xmáx e, portanto, deve ser utilizada para obtenção de biomassa microalgal. 

 

Figura 2 - Concentração de biomassa dos cultivos utilizando 30ºC com a) 2,5 g L-1 de nitrato 
de sódio e b) 1,875 g L-1 de nitrato de sódio. 
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Figura 3 - Concentração de biomassa dos cultivos utilizando 35ºC com a) 2,5 g L-1 de nitrato 
de sódio e b) 1,875 g L-1 de nitrato de sódio. 
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Ogbonda, Aminigo e Abu (2007) avaliaram a influência das temperaturas de 

25ºC, 30ºC, 35ºC e 40ºC, bem como de diferentes pH (8,5; 9; 9,5 e 10) na produção e 

composição da biomassa de Spirulina sp. utilizando meio Bangladesh nº 3 (Bd 3). Os ensaios 

foram realizados em erlenmeyer de 250 mL, com volume útil de 50 mL e iluminância de                

15 µmol m-2 s-1, onde foi estudada a interação entre pH e temperatura durante o cultivo. Os 

autores observaram que a temperatura ótima para o cultivo foi 30ºC e o pH ótimo foi 9, 

obtendo-se concentração de biomassa de 4,9 g L-1 após 35 d de cultivo.  
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No estudo de Colla et al. (2007) foram estudadas a influência da temperatura e 

concentração de NaNO3 em meio Zarrouk (ZARROUK, 1966) no crescimento e na 

composição da biomassa de Spirulina platensis LEB 52. Os ensaios foram realizados em 

fotobiorreatores de 20 L com volume útil de 14 L, iluminância de 31,35 µmol m-2 s-1, 

fotoperíodo 12 h claro/ 12 h escuro, com concentração de biomassa inicial de 0,15 g L-1. As 

temperaturas de 30ºC e 35ºC e as concentrações de 0,625; 1,25; 1,875 e 2,5 g L-1 de NaNO3 

foram testadas. A maior concentração de biomassa foi encontrada ao utilizar 30ºC (0,92 g L-1) 

após 25 d de cultivo, e não houve diferença significativa entre as diferentes concentrações de 

NaNO3 testadas. O µmáx também não variou com a concentração de NaNO3, porém apresentou 

diferença significativa entre as temperaturas testadas, sendo de 0,074 d-1 para 30ºC e 0,054 d-1 

a 35ºC.  

A obtenção de maiores Xmáx ao utilizar 30ºC pode estar relacionada com a pressão 

parcial de CO2 no meio ser maior nesta temperatura do que a 35ºC, o que conduz ao aumento 

da concentração de bicarbonato e consequentemente aumento da taxa fotossintética (COLLA 

et al.,2007). A baixa pressão parcial de CO2 na atmosfera, normalmente, não consegue manter 

a demanda necessária para assimilação de carbono inorgânico durante o crescimento intensivo 

das microalgas, ocasionando limitação no crescimento. Porém, o aumento da capacidade de 

transferência de CO2 pode aumentar a disponibilidade de carbono inorgânico no cultivo, o que 

ocasiona maior crescimento microalgal (PCHARA, 2016). 

Na Tabela 2 encontram-se os parâmetros cinéticos dos cultivos de Spirulina sp. 

LEB 18, conforme pode ser observado, a utilização de diferentes concentrações de NaNO3 nos 

ensaios a 30ºC ou 35ºC, não ocasionou mudanças na concentração de biomassa obtida nos 

ensaios controle, sem aplicação de CM (Ensaios 1, 4, 7 e 10). Porém, ao utilizar 30ºC, 

concentração de NaNO3 de 1,875 g L-1 e 60 mT, obteve-se 1,40 ± 0,06 g L-1 de Xmáx, 

aumentado em 27,1 % a concentração de biomassa em relação ao cultivo controle, sendo esta 

condição adequada para produção de biomassa microalgal. Para os cálculos referentes a µmáx, 

utilizou-se os gráficos de linearização da concentração de biomassa (APÊNDICE – Figuras 

AP 1, AP 2, AP 3 e AP 4). 

Os valores encontrados neste estudo foram maiores do que os reportados por Vaz, 

Costa e Morais (2016), que obtiveram Xmáx de 0,61 g L-1 ao utilizar 30ºC, 2,5 g L-1 de NaNO3, 

aeração de 0,3 vvm e iluminância de 60 µmol m-2 s-1 e foram semelhantes ou superiores aos 

resultados de Duarte et al. (2017), onde o maior Xmáx encontrado foi 0,89 g L-1 nas mesmas 

condições de cultivo. Desta forma, pode-se afirmar que a concentração de biomassa máxima 

para a microalga Spirulina sp. LEB 18 pode variar devido a modificações realizadas durante o 
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cultivo da microalga. Neste caso, a aplicação de CM estimulou o crescimento desta 

microalga.  

 

Tabela 2 - Parâmetros cinéticos dos ensaios com a microalga Spirulina sp. LEB 18. 

Ensaio T 
(ºC) 

NaNO3* CM** 
(mT) Xmáx (g L-1) Pmáx (g L-1 d-) µmáx (d-1) tg (d) 

1 30 2,50 - 1,02 ± 0,05b,c 0,06 ± 0,01a 0,19 ± 0,04a 3,83 ± 0,67a 

2 30 2,50 30 1,17 ± 0,07b 0,08 ± 0,02a 0,18 ≤ 0,01a 3,86 ± 0,21a 

3 30 2,50 60 1,18 ± 0,02b 0,09 ± 0,02a 0,19 ± 0,01a 3,59 ± 0,11a 

4 35 2,50 - 0,98 ± 0,08c 0,07 ± 0,02a 0,20 ± 0,03a 3,44 ± 0,46a 

5 35 2,50 30 1,02 ± 0,10b,c 0,06 ± 0,02a 0,17 ± 0,06a 4,33 ± 1,44a 

6 35 2,50 60 1,10 ± 0,06b,c 0,08 ± 0,02a 0,16 ± 0,01a 4,26 ± 0,31a 

7 30 1,875 - 1,02 ± 0,05b,c 0,06 ± 0,01a 0,18 ± 0,03a 4,00 ± 0,73a 

8 30 1,875 30 1,11 ± 0,07b,c 0,08 ± 0,02a 0,17 ± 0,03a 4,15 ± 0,70a 

9 30 1,875 60 1,40 ± 0,06a 0,08 ≤ 0,01a 0,21 ± 0,03a 3,41 ± 0,58a 

10 35 1,875 - 1,11 ± 0,08b,c 0,08 ± 0,01a 0,18 ± 0,01a 3,91 ± 0,19a 

11 35 1,875 30 1,02 ± 0,08b,c 0,05 ± 0,01a 0,14 ± 0,02a 5,18 ± 0,97a 

12 35 1,875 60 1,03 ± 0,01b,c 0,09 ± 0,01a 0,18 ± 0,01a 3,93 ± 0,25a 

* Concentração de nitrato de sódio; ** Campo Magnético.  
Xmáx – Concentração de biomassa máxima; Pmáx – Produtividade máxima; µmáx – Velocidade específica máxima de 
crescimento e tg – Tempo de geração. 
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenças significativas (p ≤ 0,10) pelo teste de Tukey, para a 
mesma resposta. 

 
Na Tabela 3 encontram-se os valores da eficiência de aplicação do CM. Para 

avaliar a influência do CM e para comparação com os cultivos controle (Ensaios 1, 4, 7 e 10), 

levou-se em consideração as condições de cultivo, separando-se pelas mesmas condições de 

temperatura e concentração de NaNO3.  

O ensaio a 30ºC com aplicação de 60 mT e 1,875 g L-1 de NaNO3 proporcionou 

aumento de 27,1 % no Xmáx e 25 % na Pmáx em comparação com o cultivo controle, além 

disso, aumentou em 14,3 % o µmáx, reduzindo o tg em 17,3 %, sendo considerado o melhor 

resultado para produção de biomassa. Para os ensaios a 35ºC utilizando a mesma 

concentração de NaNO3, houve inibição no Xmáx tanto para 30 mT quanto 60 mT. A 

exposição ao CM juntamente com a utilização de temperatura mais elevada e redução na fonte 

de nitrogênio pode ter causado estresse nas células da microalga, o que pode ter ocasionado a 

inibição do crescimento celular, pois a temperatura afeta as atividades metabólicas, bem como 

a disponibilidade e absorção de nutrientes e outras propriedades físicas do ambiente. As 

reações metabólicas são baseadas na diferença de cargas elétricas e íons do sistema, que 

podem ter sido alteradas pela aplicação do CM. 



51 
 

 
Tabela 3 - Eficiência de aplicação do CM para parâmetros cinéticos obtidos nos cultivos 

utilizando CM e seus respectivos cultivos controle. 

Ensaio* T (ºC) NaNO3** CM*** 
(mT) 

Xmáx 
(%) 

Pmáx 
(%) 

µmáx 
(%) tg (%) 

2 30 2,50 30 +12,8 +25,0 -5,5 +0,7 
3 30 2,50 60 +13,6 +33,3 0 -6,7 
5 35 2,50 30 +3,9 -16,6 -17,6 +20,5 
6 35 2,50 60 +10,9 +12,5 -25,0 +19,2 
8 30 1,875 30 +8,1 +25,0 -5,8 +3,6 
9 30 1,875 60 +27,1 +25,0 +14,3 -17,3 
11 35 1,875 30 -8,8 -60,0 -22,2 +24,5 
12 35 1,875 60 -7,8 +11,1 0 +0,5 

* (+) valores positivos significam aumento da resposta e (-) valores negativos indicam diminuição da resposta. 
** Concentração de nitrato de sódio; *** Campo Magnético.  
Xmáx – Concentração de biomassa máxima; Pmáx – Produtividade máxima; µmáx – Velocidade específica máxima de 
crescimento e tg – Tempo de geração. 

 

Outros ensaios que obtiveram resultados satisfatórios foram os que utilizaram     

30 mT e 60 mT, 30ºC e 2,5 g L-1 de NaNO3, o que ocasionou o aumento de 12,8 % e 13,6 % 

no Xmáx, respectivamente, em relação ao cultivo controle. Além disso, houve aumento na Pmáx 

para ambas intensidades. A utilização da mesma concentração de NaNO3 a 35ºC e 60 mT 

aumentou a Pmáx em 12,5 %, porém ao utilizar 30 mT houve inibição de 16,6 %. Além disso, 

houve aumento no Xmáx para as duas intensidades testadas. 

Nos estudos de Menestrino (2016) e Deamici, Costa e Santos (2016) foi 

observado aumento na produção de biomassa ao utilizarem 30 mT e 60 mT no cultivo de 

Spirulina sp. LEB 18. Porém, Hirano, Ohta e Abe (1998), observaram efeito inibitório no 

crescimento de Spirulina platensis no intervalo de 40-70 mT. A comparação destes estudos 

com os resultados obtidos evidencia que o efeito do CM não atua de maneira linear e que 

além dos fatores de tempo de exposição, frequência e intensidade, a condição celular da cepa 

utilizada deve ser considerada. 

 

5.2 RESULTADOS DE pH OBTIDOS DURANTE OS CULTIVOS 

 

O pH dos cultivos de Spirulina variou de 9,6 a 10,7. De acordo com Costa et al. 

(2002), o cultivo de cianobactérias deve ser realizado com pH entre 8,3 e 11,0, pois nesse 

intervalo apresenta elevada taxa fotossintética, além disso, fora deste intervalo, as culturas 

estão sujeitas a contaminação. De acordo com Shiraiwa, Goyal e Tolbert (1993), o aumento 

gradual do pH reflete o mecanismo de assimilação do bicarbonato por cianobactérias, as 

células incorporam dois íons de bicarbonato, um é consumido e internalizado como dióxido 
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de carbono (CO2), enquanto o outro é liberado como carbonato (CO3
-2), levando ao aumento 

progressivo do pH no meio.  

 

Figura 4 - pH dos cultivos de Spirulina sp. LEB 18 utilizando 30ºC com a) 2,5 g L-1 de 
nitrato de sódio, b) 1,875 g L-1 de nitrato de sódio e 35ºC utilizando c) 2,5 g L-1 de nitrato de 

sódio e d) 1,875 g L-1 de nitrato de sódio. 
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Conforme pode ser observado na Figura 4, a aplicação de 30 mT e 60 mT 

modificou o pH dos cultivos quando comparado ao ensaio controle. Porém, mesmo com estas 

modificações no pH, os resultados obtidos mantiveram-se dentro da faixa considerada ótima 

para o cultivo de Spirulina. Dependendo da intensidade aplicada o CM pode alterar os níveis 

de energia e orientação do spin dos elétrons, além disso, todas as forças magnéticas 

ocasionam mudanças na movimentação de elétrons e íons, o que pode ter ocasionado a 

mudança do pH no início do cultivo. 
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5.3 CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA 

 

A Tabela 4 apresenta a caracterização da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 

quanto a concentração de proteínas, carboidratos, lipídios e cinzas dos cultivos. Não houve 

diferença significativa em relação a concentração de proteínas nos ensaios estudados. O uso 

de diferentes temperaturas, diferentes concentrações de NaNO3 e aplicação de CM não 

influenciou na concentração proteica. Porém, obteve-se elevadas concentrações de proteínas 

para as diferentes condições testadas, permanecendo na faixa de 50 % a 70 % e de acordo 

com Becker (2007), o cultivo de Spirulina em meio Zarrouk pode atingir de 60 % a 70 % 

(massa seca) dependendo das condições de cultivo, evidenciando resultados satisfatórios neste 

estudo. De acordo com Spolaore et al. (2016) a elevada concentração de proteínas na 

biomassa de Spirulina sp. é um fator importante devido ao aumento do valor nutricional da 

biomassa, tornando-se uma fonte alternativa de proteínas para consumo humano e animal.  

Com relação a concentração de carboidratos, a maior concentração encontrada foi 

21,2 ± 3,7 %, ao utilizar 30ºC e 2,5 g L-1 de NaNO3 e sem aplicação de CM, sendo esta 

biomassa adequada para utilização como ingrediente em suplementos hipercalóricos, shakes 

para idosos (SANTOS et al., 2016), biscoitos (MORAIS et al., 2006), pães (FIGUEIRA et al., 

2011) e massas (FRADIQUE et al., 2010). A utilização de 60 mT em associação a diferentes 

temperaturas e concentrações de NaNO3 apresentou redução na concentração de carboidratos. 

A redução na concentração de carboidratos também foi reportada no estudo de 

Menestrino (2017) ao cultivar Spirulina sp. LEB 18 com aplicação de 30 mT durante 24 h d-1, 

apresentando redução de 1,6 %. Hirano, Ohta e Abe (1998) avaliaram o efeito da exposição 

dos cultivos de Spirulina platensis a CM de 5 a 70 mT. Os autores verificaram aumento na 

síntese de carboidratos quando o cultivo foi exposto a 10 mT, porém em intensidades 

superiores, como 30 mT e 60 mT, houve redução da síntese, esta redução pode estar 

relacionada com a inibição de algumas reações do ciclo de Calvin-Benson. 

Segundo estudo de Lima e Sato (2001) a concentração de lipídios presente na 

biomassa de Spirulina maxima é de 6 % (m m-1). Porém, os valores encontrados neste estudo 

foram superiores aos descritos pelos autores, o que se deve ao gênero estudado ser o mesmo, 

porém não da mesma espécie. De acordo com Vonshak (1997), quanto maior a temperatura de 

cultivo, maior a concentração de ácidos graxos, atingindo o maior valor entre 30ºC e 35ºC 

para a maioria das cepas de Spirulina, porém não houve diferença significativa quando foram 

utilizadas diferentes temperaturas, mas ao aplicar 60 mT utilizando 30ºC, houve redução de 



54 
 

 

85,7 % na concentração de lipídios (Tabela 5), o que indicou que a utilização de CM desta 

intensidade reduziu a síntese lipídica. 

 
Tabela 4 - Caracterização da biomassa dos cultivos de Spirulina sp. LEB 18. 

Ensaio T 
(ºC) NaNO3* CM** 

(mT) 
Proteínas 

(%) 
Carboidratos 

(%) 
Lipídios 

(%) 
Cinzas 

(%) 

1 30 2,5 - 67,5±4,6a 21,2±3,7a 14,0±1,5a,b 2,0± 0,6g 

2 30 2,5 30 50,1±6,1b 7,5±0,9c,d 12,4±5,8a,b 2,2±0,8g 

3 30 2,5 60 64,8±6,0a 6,1±0,3d 13,4±1,2a,b 9,4±1,6b 

4 35 2,5 - 65,6±2,1a 11,2±3,1b,c,d 16,4±4,7a,b 8,5±0,4b,c 

5 35 2,5 30 55,6±8,1a,b 11,9±3,5b,c 12,9±2,4a,b 5,3±1,7d,e,f 

6 35 2,5 60 64,4±1,3a 14,2±1,2b 15,0±4,1a,b -*** 

7 30 1,875 - 55,9±1,3a,b 12,1±1,8b,c 16,9±1,1a 16,1±1,0a 

8 30 1,875 30 58,1±3,8a,b 10,0±1,1b,c,d 11,8±1,5a,b 4,9±0,1e,f 

9 30 1,875 60 59,2±5,8a,b 7,4±1,3c,d 9,1±1,5b 8,6±0,4b,c 

10 35 1,875 - 63,1±0,9a 13,1±2,2b 11,1±2,1a,b 7,0±0,4c,d 

11 35 1,875 30 57,9±4,9a,b 7,4±0,3c,d 11,0±2,8a,b 6,9±1,9c,d,e 

12 35 1,875 60 61,9±4,7a,b 10,2±1,5b,c,d 12,6±0,9a,b 4,3±1,0f 

* Concentração de nitrato de sódio; ** Campo Magnético.  
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenças significativas (p ≤ 0,10) pelo teste de 
Tukey, para a mesma resposta.  
***Não foi possível fazer a determinação. 
 

Na Tabela 5 encontram-se os valores referentes a eficiência de aplicação de CM. 

Para calcular a eficiência considerou-se os ensaios com CM em comparação com os cultivos 

controle (Ensaios 1, 4, 7 e 10), consideram-se os ensaios que foram realizados nas mesmas 

condições de temperatura e concentração de NaNO3. 
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A utilização de 30 mT e 60 mT, a 30ºC e 2,5 g L-1 de NaNO3, reduziram a síntese 

de proteínas, carboidratos e lipídios quando comparadas ao cultivo controle (Ensaio 1). Este 

resultado difere dos efeitos observados por Deamici, Costa e Santos (2016), que obtiveram 

aumento de 16,6 % na concentração de proteínas, 13,7% na concentração de carboidratos e 

18,2 % na concentração lipídica, ao utilizar 60 mT durante 24 h d-1 no cultivo de Spirulina sp. 

LEB 18. A diferença entre os resultados obtidos pode estar relacionada com a iluminância 

utilizada, pois os autores utilizaram 60 µmol m-2 s-1 enquanto neste estudo utilizou-se 30 µmol 

m-2 s-1. Lv et al. (2010) ao cultivarem a microalga Chlorella vulgaris com 24, 60 e 120 µmol 

m-2 s-1 obtiveram maior concentração lipídica e produtividade de biomassa ao utilizar 

iluminância de 60 µmol m-2 s-1. Ao utilizar intensidades superiores ou inferiores a esta, os 

autores obtiveram menor produtividade e concentração de lipídios. Sendo assim, a 

iluminância pode modificar o pH, Mg 2+ e NADPH, aumentando indiretamente a atividade 

das principais enzimas da síntese lipídica, enquanto tanto a limitação como a inibição da luz 

podem reduzir a atividade enzimática. 

 

Tabela 5  - Eficiência de aplicação do CM para os resultados de caracterização da biomassa 
obtidos nos cultivos utilizando CM e seus respectivos cultivos controle. 

Ensaio* T 
(ºC) NaNO3** CM*** 

(mT) 
Proteínas 

(%) 
Carboidratos 

(%) 
Lipídios 

(%) 
2 30 2,5 30 -25,7 -182,6 -12,9 
3 30 2,5 60 -4,6 -247,5 -4,5 
5 35 2,5 30 -15,2 6,2 -21,3 
6 35 2,5 60 -1,9 21,1 -9,3 
8 30 1,875 30 3,8 -21 -43,2 
9 30 1,875 60 5,6 -63,5 -85,7 
11 35 1,875 30 -8,9 -77 -0,9 
12 35 1,875 60 -1,9 -28,4 11,9 

* (+) valores positivos significam aumento da resposta e (-) valores negativos indicam 
diminuição da resposta. 
** Concentração de nitrato de sódio; *** Campo Magnético. 
 

 

Ao utilizar 1,875 g L-1 de NaNO3 a 30ºC, a aplicação de CM estimulou a síntese 

proteica em relação ao controle em 3,8 % e 5,6 % com intensidades de 30 mT e 60 mT, 

respectivamente. Porém mesmo com o efeito positivo na síntese não houve diferença 

significativa na concentração de proteínas, conforme pode ser observado na Tabela 4.  

Ao utilizar 35ºC e 2,5 g L-1 de NaNO3 houve redução na síntese de proteínas e 

lipídios e aumento na síntese de carboidratos de 21,1 % ao utilizar 60 mT e 6,2 % com 30 mT 
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em comparação com o cultivo controle. Além disso, a utilização de 1,875 g L-1 de NaNO3 na 

mesma temperatura e 30 mT, estimulou a síntese lipídica em 11,9 % em relação ao controle, 

porém utilizando 60 mT houve redução da síntese. A síntese de proteínas e carboidratos foi 

reduzida ao utilizar CM de 30 mT e 60 mT. De acordo com Teng (2005) a constituição 

fisiológica e bioquímica dos micro-organismos pode ser suscetível à ação das forças 

eletromagnéticas. Todas as reações metabólicas são baseadas na diferença de cargas elétricas 

e íons do sistema. Da mesma forma, Santos et al. (2017) afirmaram que as forças 

eletromagnéticas causam mudanças na metabolização das células biológicas e a 

movimentação de elétrons e íons podem ocasionar mudanças na concentração de 

biomoléculas, como proteínas, carboidratos e lipídios. Além disso, pode modificar as 

atividades dos radicais livres, o crescimento celular e a atividade enzimática. 

Para adicionar novos ingredientes em alimentos, como no caso da biomassa 

microalgal, a caracterização deve ser realizada por métodos oficiais descritos pela AOAC 

(2000). Para realização destes métodos é necessário utilizar concentrações elevadas de 

amostra, principalmente para realização em triplicata, portanto optou-se por utilizar métodos 

que necessitavam de menores concentrações de amostra para caracterizá-la quanto a 

concentração de proteínas, carboidratos e lipídios nos ensaios realizados (Tabela 4) para 

selecionar as condições com maiores concentrações de proteínas.  

Segundo a Resolução nº 18 de 27 de abril de 2010 da ANVISA, para ser 

considerado um suplemento proteico, o produto pronto para consumo deve conter, no 

mínimo, 50 % de seu valor energético proveniente de proteínas, porém, como não houve 

diferença significativa na concentração de proteínas, optou-se por utilizar a condição com 

menor concentração de carboidratos na biomassa para dar continuidade ao estudo. Produtos 

lácteos com concentração de proteínas superior a 80 % são utilizados como substitutos de 

refeição, bebidas que conferem saciedade, bebidas e suplementos em pó para esportistas e 

como ingredientes em produtos nutricionais em geral. Paralelamente ao elevado teor de 

proteínas, o baixo teor de carboidratos e alta solubilidade são requisitos que conferem 

excelente perfil nutricional para fornecer um ingrediente funcional eficaz para muitas 

aplicações nutricionais (LAGRANGE; WHITSETT; BURRIS, 2015). Baixas concentrações 

de carboidratos aumentam a velocidade de absorção de líquidos pelo intestino, enquanto seu 

excesso, será armazenado no organismo em forma de gordura (SALVO; GIMENO, 2002). 

Devido a isso, a condição em que se obteve menor concentração de carboidratos foi no ensaio 

3, apresentando redução de 247,5 % na concentração de carboidratos em relação ao cultivo 
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controle, ao utilizar 30ºC, 60 mT e 2,5 g L-1 de NaNO3, sendo esta condição a mais adequada 

para desenvolvimento de suplementos proteicos adicionados de biomassa microalgal. 

Devido a isso, após a caracterização prévia dos ensaios realizados, selecionou-se 

as condições do ensaio 3  para dar continuidade ao estudo, porém como não foram 

encontrados dados na literatura em relação a digestibilidade proteica in vitro e solubilidade 

proteica de biomassa obtida de cultivos com exposição ao CM, selecionou-se o ensaio com as 

mesmas condições de temperatura e concentração de NaNO3, porém sem aplicação de CM 

para fins de comparação, sendo este o Ensaio 1. 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA PROTEICA 

 

A partir da seleção do Ensaio 1 (cultivo controle) e Ensaio 3 (cultivo com 

aplicação de CM), foi realizada a determinação da concentração de proteínas pelo método de 

micro-Kjeldahl (AOAC, 200), as concentrações de lipídios e carboidratos consideradas foram 

as mesmas obtidas previamente. Na Tabela 6 encontram-se os resultados referentes a 

caracterização das condições selecionadas para dar continuidade ao estudo.  

 

Tabela 6 - Concentração de proteínas, lipídios, carboidratos e cinzas da biomassa de 
Spirulina sp. LEB 18. 

Ensaio Proteínas (%) Lipídios (%) Carboidratos (%) Cinzas (%) 
Cultivo controle 62,2 ± 0,3a 14,0 ± 1,5a 21,2 ± 3,7a 2,0 ± 0,6b 
Cultivo com CM 59,2 ± 0,3b 13,4 ± 1,2a 6,1 ± 0,3b 9,4 ± 1,6a 

Cultivo Controle: 30ºC, 2,5 g L-1; Cultivo com CM: 30ºC, 2,5 g L-1, 60 mT. 
Letras minúsculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenças significativas (p ≤ 0,05) pelo teste t de 
Student, para a mesma resposta. 
 

Conforme pode ser observado na Tabela 6, não houve diferença significativa na 

concentração de lipídios para ambos ensaios. Porém, observou-se diferença na concentração 

de proteínas, sendo que o ensaio com exposição ao CM obteve menor concentração proteica. 

Mesmo com esta diferença optou-se por continuar o estudo com esta condição por apresentar 

menor teor de carboidratos. Pois, de acordo com Salvo e Gimeno (2002) baixas concentrações 

de carboidratos aumentam a velocidade de absorção de líquidos pelo intestino, sendo esta 

condição a mais adequada para utilização como ingrediente em suplementos proteicos 

(SALVO; GIMENO, 2002). 

Suplementos alimentares com elevado teor de proteínas possuem grande demanda 

de mercado e são consumidos para melhorar a performance em esportes, hipertrofia e 

recuperação muscular (AGARWAL et al., 2015). Também é importante o consumo de 
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suplementos ricos em proteínas para idosos, para compensar a perda de massa muscular, 

proporcionando benefícios à saúde (BAUER et al., 2013). Devido à alta concentração de 

proteína encontrada, esta biomassa pode ser utilizada para preparar novos alimentos, como 

suplementos proteicos. 

 

5.5 DIGESTIBILIDADE PROTEICA IN VITRO 

 

A digestibilidade in vitro foi realizada na biomassa do cultivo controle e do 

cultivo com aplicação de CM. Conforme pode ser observado na Tabela 7, o cultivo controle 

apresentou maior digestibilidade em comparação com o cultivo utilizando CM. O efeito do 

CM estático na concentração de radicais livres é ampliado se o par de radicais é de carga 

oposta, portanto, estes radicais são alguns dos possíveis sítios de ação da exposição ao CM 

(SMALL; HÜNER; WAN, 2012). Os CM também podem causar estresse oxidativo em 

organismos por meio da alteração dos níveis de energia e orientação do spin de elétrons e 

concentração do tempo de vida dos radicais livres, os quais mudam as probabilidades relativas 

de recombinação de outras interações com possíveis consequências biológicas (REPACHOLI; 

GREENEBAUM, 1999). 

 
Tabela 7 - Digestibilidade proteica in vitro para a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 do 

cultivo controle e com aplicação de CM. 
Ensaio Digestibilidade proteica in vitro (%) 

Cultivo controle 78,4 ± 2,1a 

Cultivo com CM 73,6 ± 1,3b 

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna correspondem a diferenças significativas (p ≤ 0,05) pelo teste t de 
Student, para a mesma resposta. 
 

Além disso, as proteínas de algas são suscetíveis à ação de enzimas proteolíticas, 

por outro lado, existem compostos presentes, como compostos fenólicos e polissacarídeos que 

podem limitar a digestibilidade de suas proteínas (IBAÑEZ; CIFUENTES, 2013). Sabe-se 

que os CM afetam a produção de biomoléculas nos micro-organismos (DEAMICI et al., 

2016; BAUER et al., 2017; HIRANO; OHTA; ABE, 1998; OLIVEIRA, 2017) e, portanto, 

pode ter ocasionado alterações que resultaram em menor digestibilidade nos ensaios com CM.  

A digestibilidade é a medida da porcentagem das proteínas que são hidrolisadas 

pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo na forma de aminoácidos. A partir dela 

pode-se determinar a qualidade proteica dos alimentos ingeridos (PIRES et al., 2006). Na 

literatura, os estudos encontrados para determinar a digestibilidade proteica in vitro utilizam 
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as enzimas pepsina e pancreatina para simular o sistema enzimático digestivo (BECKER, 

1994; LISBOA; PEREIRA; COSTA, 2016; PEREIRA, 2016). 

No estudo de Almeida et al. (2015) os autores encontraram digestibilidade 

proteica in vitro de 55,2 % na proteína isolada de soja. Comparando este estudo com os 

resultados encontrados, pode-se dizer que a biomassa de Spirulina apresentou maior 

digestibilidade do que a proteína de soja. Além disso, no estudo de Sinha et al. (2007) foi 

avaliada a digestibilidade proteica in vitro de concentrado proteico de soro de leite antes e 

após ser hidrolisado, antes da hidrólise a digestibilidade encontrada foi 25 % e após hidrólise 

aumentou para 70 %. A digestibilidade é extremamente importante quando se deseja aplicar 

ingredientes a alimentos, como suplementos proteicos, a partir disso, a digestibilidade das 

proteínas da biomassa de Spirulina é comparável com as proteínas do soro do leite e maior 

que as proteínas vegetais, evidenciando que esta biomassa pode ser utilizada na indústria de 

alimentos. 

Segundo estudo de Becker (1994), a biomassa da Spirulina sp. apresentou 

digestibilidade de 70 %. Este mesmo resultado foi encontrado por Pereira (2016), que obteve 

70 % de digestibilidade proteica ao avaliar a biomassa de Spirulina sp. LEB 18, enquanto 

Lisboa, Pereira e Costa (2016) obtiveram digestibilidade proteica de 74,1 % para biomassa 

desta microalga. Mišurcová et al. (2010) obtiveram 71,4 % ao analisar a biomassa de 

Spirulina pacifica e 81,9 % com biomassa de Spirulina platensis.  

A digestibilidade proteica de concentrados proteicos comerciais varia de 55,2 % 

para a proteína de soja (ALMEIDA et al., 2015) a 70 % em concentrado de soro de leite 

(SINHA et al., 2007), portanto, a digestibilidade proteica encontrada neste estudo apresentou 

resultados superiores aos concentrados comercializados, o que torna estes ensaios promissores 

para obtenção de biomassa visando sua utilização como ingrediente em suplementos 

alimentares. 

 

5.6 SOLUBILIDADE PROTEICA 

 

A Figura 5 apresenta a solubilidade das proteínas da biomassa de Spirulina sp. 

LEB 18 com e sem aplicação de CM em diferentes pH, pode-se observar que a maior 

solubilidade proteica foi encontrada em pH 6 para a biomassa obtida no cultivo com aplicação 

de CM (89,1 %). Além disso, a solubilidade da biomassa proveniente do cultivo submetido ao 

CM foi superior ao cultivo controle em todos os pH testados. Segundo estudo de Pereira 

(2016) a quebra das moléculas de proteínas em peptídeos menores pode justificar o aumento 
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da solubilidade proteica. A utilização de CM durante o cultivo pode causar modificações na 

estrutura e na morfologia celular, o que pode ter ocasionado quebra das proteínas em 

peptídeos menores. Porém, para possível confirmação desta teoria seria necessário realizar 

análise de microscopia eletrônica de transmissão.  

 

Figura 5 - Solubilidade proteica da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 
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Letras minúsculas diferentes correspondem a diferenças significativas (p ≤ 0,05) pelo teste t de Student, para a 
mesma resposta. 

 

A solubilidade proteica é considerada como uma propriedade crítica pelos 

fabricantes de alimentos, pois elevada solubilidade permite a dispersão rápida e completa das 

moléculas de proteína, portanto, é importante conhecer a solubilidade quando se pretende 

determinar o grau de extração e purificação das proteínas (DAMODARAN; PARKIN; 

FENNEMA, 2010). Devido a isso, a manutenção da solubilidade proteica tem sido o foco 

principal de pesquisadores e cientistas de alimentos (AGARWAL et al., 2105). A solubilidade 

de proteínas depende do pH em que elas estão inseridas, aumentando em pH acima do ponto 

isoelétrico (PI) e diminuindo, em menor proporção, em pH abaixo do PI devido à acidez. O 

aumento da solubilidade se deve ao aumento da repulsão eletrostática entre as moléculas de 

proteína e hidratação dos resíduos carregados (YADA, 2004). 

Devido às suas propriedades funcionais e valor nutritivo, as proteínas de soro de 

leite e soja nas suas formas concentrada e isolada, são amplamente utilizadas na indústria de 

alimentos (AGARWAL et al., 2015). A solubilidade de concentrados proteicos comerciais 

encontrados para o soro de leite, em pH 4 e 7, ficaram em torno de 59,1% ± 0,5 % e 73,9 ± 

3,5 %, respectivamente (SANMARTÍN et al., 2013). Para os concentrados proteicos 

comerciais de soja nos mesmos pH, foram encontradas solubilidade de 30 % em pH 4 e 50 % 
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em pH 7 (VISHWANATHAN et al., 2011). Além disso, os resultados encontrados na 

biomassa proveniente do cultivo sem aplicação de CM foram semelhantes aos reportados por 

Pereira (2016), que encontrou solubilidade de 30 %, 10 % e 50 % em pH 3, 4 e 7 para 

biomassa de Spirulina sp. LEB 18. Portanto, pode-se dizer que a solubilidade proteica da 

biomassa de Spirulina é comparável com concentrados proteicos comerciais de soro de leite e 

de soja, sendo assim, esta biomassa é a mais indicada para ser utilizada na indústria de 

alimentos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A utilização de CM nos cultivos de Spirulina sp. LEB 18 estimulou o crescimento 

da microalga em 27,1 %, obtendo concentração de biomassa de 1,40 ± 0,06 g L-1 ao utilizar 

60 mT, 30 ºC e 1,875 g L-1 de NaNO3. Mesmo com algumas modificações, a aplicação de CM 

manteve o pH entre 9,6 e 10,7, sendo esta faixa adequada para o cultivo desta microalga.  

A aplicação de 30 mT e 60 mT não influenciou na concentração de proteínas da 

biomassa microalgal em comparação com o cultivo controle. Porém a utilização de 60 mT 

apresentou redução de 247,5 % na concentração de carboidratos. Devido a isso, esta condição 

foi selecionada por apresentar potencial uso como ingrediente na formulação de suplementos 

proteicos.  

A maior digestibilidade proteica foi encontrada no cultivo sem aplicação de CM 

(78,4 ± 2,1 %). A biomassa obtida do cultivo submetido ao CM apresentou maior solubilidade 

proteica em todos os pH testados, apresentando 89 % em pH 6. Por isso, a utilização desta 

biomassa se mostrou promissora para utilização em alimentos, apresentando potencial para 

ser utilizada como ingrediente na fabricação de suplementos proteicos. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Utilizar a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 obtida no cultivo com 60 mT como 

ingrediente para suplementos proteicos; 

• Estudar a aplicação de CM em diferentes microalgas; 

• Cultivar microalgas com diferentes intensidades de CM; 

• Estudar a influência dos CM na produção de carotenoides, ficocianina e clorofila a 

• Avaliar modificações realizadas na morfologia celular de microalgas submetidas ao 

cultivo com CM. 
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ANEXO 1 – COMPOSIÇÃO DO MEIO ZARROUK 

Componente Zarrouk (g L-1) Zarrouk modificado (g L-1) 
NaHCO3 16,8 16,8 
K2HPO4 0,5 0,5 
NaNO3 2,5 1,875 
K2SO4 1,0 1,0 
NaCl 1,0 1,0 

MgSO4.7H2O 0,2 0,2 
CaCl2 0,04 0,04 

FeSO4.7H2O 0,01 0,01 
EDTA 0,08 0,08 

Solução A5* 1,0 (mL L-1) 1,0 (mL L-1) 
Solução B6** 1,0 (mL L-1) 1,0 (mL L-1) 

*Solução A5 contém (g L-1): H3BO3 (2,86), MnCl2.4H2O (1,81), ZnSO4.7H2O (0,222), NaMoO4 (0,015), 
CuSO4.5H2O (0,079).  
**Solução B6 contém (g L-1): NH4VO3 (23,0), K2Cr2(SO4)4.24H2O (96,0), NiSO4.7H2O (48,0), 
Na2WO4.2H2O (18,0), TiOSO4.H2SO4.8H2O (61,1), Co(NO3)2.6H2O (44,0). 
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Figura AP 1 – Linearização da concentração de biomassa da fase exponencial de 

crescimento dos cultivos a 30ºC e 2,5 g L-1 de nitrato de sódio. 
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Figura AP 2 - Linearização da concentração de biomassa da fase exponencial de 
crescimento dos cultivos a 30ºC e 1,875 g L-1 de nitrato de sódio.  
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Figura AP 3 - Linearização da concentração de biomassa da fase exponencial de crescimento 
dos cultivos a 35ºC e 2,5 g L-1 de nitrato de sódio. 
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Figura AP 4 - Linearização da concentração de biomassa da fase exponencial de crescimento 
dos cultivos a 35ºC e 1,875 g L-1 de nitrato de sódio. 
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Figura AP 5 - Cultivo de Spirulina sp. LEB 18 em fotobiorreatores tubulares com 
aplicação de 60 mT.  

 
 


