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RESUMO

Este estudo teve como objetivo a utilizacao de rejeito de dessalinizador no cultivo de Arthrospira
platensis, cultivada em fotobiorreatores de 4 L, sob condi¢des laboratoriais controladas de 30°C,
iluminacdo de 140 pmol.m™.s™", fotoperiodo de 12 horas claro/escuro e insuflacdo constante de ar
atmosférico. Utilizaram-se os seguintes meios de cultura: Paoletti (controle), Paoletti
suplementado com 1,0 g.L"' de NaCl (4gua salinizada) e rejeito de dessalinizador adicionado de
50% dos sais do Paoletti. Foram avaliadas a biomassa produzida, velocidade especifica de
crescimento, produtividade em células, teor total de proteinas, perfil aminoacidico, lipidios totais
e composicdo de acidos graxos. Os cultivos foram mantidos até o declinio do crescimento
celular. Os maiores valores de biomassa (4,954 g.L") e produtividade em células (0,225 g.L'™")
foram encontrados no rejeito de dessalinizador, enquanto que a velocidade especifica de
crescimento méaxima (0,393 dia™) ocorreu no cultivo em meio Paoletti. Os teores de proteina
total foram de 56,17% no rejeito e 48,59% na 4gua salinizada e, com exce¢do de lisina e
triptofano, todos os aminoacidos essenciais encontram-se acima dos valores minimos requeridos
pela FAO. Foram obtidos teores de lipidios de 4,54% e 4,69% no rejeito e dgua salinizada,
respectivamente, sendo que destes, 57,69% e 54,79% eram compostos de acidos graxos
saturados.



xi

ABSTRACT

The present study aimed to use desalination wastewater in the culture of Arthrospira platensis,
grown in 4 L photobioreactors, under controlled laboratory conditions of 30°C, 140 pmol.m>.s™
of photon flux intensity, 12 hours light/dark cycle and constant air bubbling. The following
media were used: Paoletti (control), Paoletti supplemented with 1.0 g.L"' of NaCl (salinized
water) and desalination wastewater added with 50% of Paoletti’s salts. The following parameters
were analyzed: biomass produced, specific growth rate, cell productivity, total protein content,
amino acid profile, total lipids and fatty acid composition. The cultures were kept until cellular
growth decline. The highest values for biomass (4.954 g.L'") and cell productivity (0.225 g.L'™")
were found on the desalination wastewater, while the maximum specific growth rate occurred on
the Paoletti medium. Total protein content were of 56.17% (wastewater) and 48.59% (salinized
water) and, with exception of lysine and tryptophan, every essential amino acid was above
FAO’s minimum requirements. Lipid values were of 4.54% and 4.69% on the wastewater and
salinized water respectively and, of these, 57.69% and 54.79% were composed of satured fatty
acids.



Introducao

INTRODUCAO

Em diversas regides do planeta, principalmente nas aridas e semi-aridas, ha a necessidade
da utilizagdo de aguas subterraneas. Porém, devido a caracteristicas geologicas e climaticas, além
de agdes antropicas (urbanizagdo, desmatamento, mineragdo, atividade agricola, entre outros),
muitos destes aqiiiferos apresentam concentracdes salinas em niveis superiores aos
recomendados para o consumo. Assim, para que estas dguas possam ser utilizadas para o
consumo humano, faz-se necessaria a utilizagdo de processos de dessalinizagdo. Estes, no
entanto, produzem rejeitos com elevadas concentragdes salinas que apresentam grande impacto

ambiental.

A dessalinizagdo da agua salobra na regido semi-arida do nordeste brasileiro ¢ uma
solucdo para o problema da falta de agua, porém existem dificuldades em encontrar-se um
destino para o rejeito. Varios estudos tém sido realizados para a utilizacdo deste, como na criacao
de tilapias, na carcinicultura e na irrigacdo de plantas halofilas, como a Ariplex spp, utilizada na

alimentagdo do gado.

Ao mesmo tempo, os microrganismos podem ser cultivados a partir de rejeitos, como
soro de queijo, mosto, celulose, entre outros. Nos ultimos anos, tém-se utilizado muitos
microrganismos destinados a obten¢dao de biomoléculas de alto valor agregado. Assim, varias

microalgas e seus derivados, estdo sendo produzidos comercialmente em nivel mundial.

A microalga Arthrospira platensis, por exemplo, apresenta os maiores indices de
produ¢do de biomassa dentre as espécies conhecidas. Dentre os compostos por ela produzidos
destacam-se: ficocianinas, clorofila a, P-carotenos e acido y-linolénico, entre outros acidos

graxos, além de possuir niveis excepcionalmente elevados de proteinas.

Desequilibrios alimentares, como a desnutrigdo ¢ a ma alimentacdo, sdo um problema
atual em todo o mundo. Assim, hé a necessidade da producdo de alimentos que possuam perfis
nutricionalmente balanceados. Além disso, devido ao crescimento populacional, as demandas
alimenticias sdo cada vez mais elevadas. Desta forma, a produ¢do de alimentos e compostos de

interesse por meio de microalgas torna-se importante, pois podem ser cultivadas em locais

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis
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improprios para a agricultura e pecudria tradicionais. Assim, além de produzirem grande
quantidade de biomassa em um curto periodo de tempo, também hé a possibilidade de sele¢ao de

cepas e condicdes de cultivo apropriadas a produ¢ao do composto desejado.

Como a Arthrospira platensis ¢ uma microalga cujo ambiente natural da-se em aguas
com concentragdes salinas relativamente elevadas, foram utilizadas neste trabalho &agua
salinizada e de rejeito de dessalinizador para o preparo dos meios de cultura. Foram também
determinados os teores de proteinas e lipidios, bem como os perfis de aminoacidos e acidos

graxos tanto na biomassa cultivada no rejeito de dessalinizador quanto na agua salinizada.

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Rejeito de dessalinizador

A 4gua ¢ um recurso natural limitado e essencial a vida e atividades industriais. Sua
disponibilidade na superficie ou abaixo dela depende de diversos fatores como o clima, relevo,

geologia da regido, entre outros (BRASIL, 2004).

O semi-arido brasileiro ocupa uma 4rea aproximada de 900.000 km’, o que representa
cerca de 60% da regido nordeste (ALBINATI et al., 2003; RIFFEL, 2005). Esta area, também
conhecida como Poligono das Secas, esta compreendida dentro da isoieta de precipitagdo de 800

mm anuais (BRASIL, 2004).

Quando se faz referéncia a zonas aridas e semi-desérticas do planeta, estdo sendo
denominadas areas que possuem agua em quantidade insuficiente para satisfazer as variadas
demandas de sua populacdo. Essas areas possuem caracteristicas ambientais singulares que,

nitidamente, as diferenciam de outras (SUASSUNA, 2005).

Vastas areas do semi-drido nordestino sofrem com o problema cronico das baixas
precipitagdes pluviométricas e das secas periddicas, somados a ocorréncia freqiiente de elevados

niveis de salinizagdo dos seus mananciais (MONTEIRO e PINHEIRO, 2004).

Pode-se detectar nestas arecas um total descaso das autoridades com relacdo ao seu
potencial econdmico, salvo nas areas que contenham recursos naturais valiosos (ouro, cobre,
xelita, pedras preciosas, petroleo, etc.), ou em zonas destinadas ao turismo ou a experimentacao
cientifica (SUASSUNA, 2005). Devido a politicas de gerenciamento hidrico erroneas, existem
nesta regido pogos, além de milhares de acudes de pequeno e médio porte abandonados

(ALBINATI et al., 2003).

Geralmente, um dos elementos diferenciadores de tais zonas ¢ a caréncia de recursos
hidricos, conseqiiéncia da irregularidade na distribuicdo espacial das chuvas e dos baixos

volumes precipitados e acumulados em determinadas estruturas geoldgicas (RIFFEL, 2005;

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis
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SUASSUNA, 2005). Além disso, hd a auséncia quase que completa de gerenciamento desses

recursos, configurando-se em um quadro in6spito e de dificil convivio para os seres vivos que

habitam a regido (SUASSUNA, 2005).

Para Suassuna (2005), a escassez de agua no nordeste ocorre devido a problemas

associados com a falta de planejamento governamental, aliados as caracteristicas geoambientais.

1.1.1 Questiao climatica e geologica

Apesar de varias massas de ar (Equatorial Atlantica, Equatorial Continental, Polar e as
Tépidas Atlantica e Kalaariana) influenciar no clima da regido, estas penetram o continente com
pouca energia. Isto influi no volume das precipitagdes bem como em sua distribuicdo temporal

(SUASSUNA, 2005).

Outro fator importante ¢ a proximidade com a linha do Equador, que condiciona
temperaturas elevadas, além de incidéncia solar e taxa de evapotranspiragdo altos (BRASIL,
2004; SUASSUNA, 2005). Em algumas regides pode ocorrer evaporacio de 7 mm.dia™
(SUASSUNA, 2005).

A qualidade da 4gua resulta da forma como o solo ¢ utilizado e da ocupagdo humana na
bacia hidrografica. Desta forma, ela ¢ afetada tanto por condigdes climaticas e geoldgicas quanto

antropicas (ALBINATI et al., 2003).

A regido nordeste ¢ formada por duas estruturas geologicas bdsicas, o embasamento
cristalino e as bacias sedimentares, sendo que 70% da regido semi-arida ¢ formada pela primeira

estrutura (SUASSUNA, 2005).

O embasamento cristalino, caracterizado pela presenca de rios temporarios, possui pouca
agua no subsolo, apresentando potencial hidrico de apenas 80 km’.ano™. Isto se deve a baixa
taxa de infiltracdo e grande capacidade de escoamento superficial neste tipo de solo. Desta

forma, as aguas subterraneas ocorrem principalmente em fraturas de rochas e proximas a rios.

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis
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Porém estas mineralizam-se (salinizam) facilmente, o que compromete sua qualidade

(SUASSUNA, 2005).

As bacias sedimentares, por sua vez, possuem grande volume de aguas subterraneas,
porém estima-se que 70% deste volume situam-se em terras do Piaui e Maranhdo. Com relagao
ao seu potencial hidrico, este varia de 100 km’.ano™ (Alagoas/Sergipe) até 17.500 km".ano™
(Maranhao). De todos os estados nordestinos pertencentes a regido do semi-arido, o Piaui € o que
fornece os maiores volumes de 4gua (5.000 m’.hab™.ano™). Todos os outros, com excecio da
Bahia, fornecem valores abaixo de 2.500 m’.hab".ano”, sendo considerados pobres em 4gua.

Dentre eles, destacam-se a Paraiba e Pernambuco como os estados com a menor oferta hidrica,

ocorrendo, no ultimo, uma oferta de apenas 1.320 m>.hab!.ano™ (SUASSUNA, 2005).

1.1.2 Uso de aguas subterraneas e dessalinizacio

Uma das formas de amenizar o quadro de déficit hidrico da regido seria uma maior
utilizagdo das aguas subterraneas. Porém, devido a qualidade quimica muitas vezes nao
favoravel, ou seja, elevados teores salinos, estas aguas necessitam ser dessalinizadas
(LABORDE et al., 2001; SUASSUNA, 2005). Isto se torna necessario uma vez que a quantidade
maxima de solidos totais dissolvidos aceitivel para o consumo humano é de 1.000 ppm (1 g.L'™").

Valores acima deste podem causar danos a saude (MONTEIRO e PINHEIRO, 2004).

Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente, através da Resolugdo n® 357, de 17 de
mar¢o de 2005, considera-se agua doce aquela que possui salinidade igual ou inferior a 0,5%o
(500 ppm); salobra aquela com salinidade superior a 0,5%o e inferior a 30%o; e salina a que

possui salinidade acima de 30%o (30.000 ppm).

Com a tecnologia disponivel atualmente, a 4gua salobra pode ser tratada por diferentes
métodos, dentre os quais se destaca o processo de dessalinizagdo por osmose reversa (FATH,
1998; MAHI, 2001; ALBINATI et al.,, 2003; FURTADO e MOTA, 2003). Este processo ¢
extremamente eficiente, de modo que aguas salobras passem a apresentar apenas tracos de sais

apos dessalinizacdo (SUASSUNA, 2005).

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis



Capitulo 1: Revisdo Bibliografica 7

O processo de osmose reversa consiste no bombeamento de 4gua com altas concentragdes
salinas contra membranas seletivas (Figura 1). Neste caso, existe a necessidade de pressdes de
bombeamento maiores do que a osmdtica (Am), de modo a eliminar os sais presentes. Este
processo ndo necessita de nenhuma transformac¢do quimica ou bioldgica, sendo a seletividade
alterada apenas pelo tamanho dos poros da membrana, que podem barrar ainda, virus e bactérias

(RIFFEL, 2005).

8224
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Figura 1: Processos de osmose, equilibrio osmoético e osmose reversa. As setas indicam a

dire¢do da agua (RIFFEL, 2005).

Esta técnica utiliza filmes de porosidade controlada, sendo os polimeros organicos mais
utilizados, podendo-se destacar trés geracdes distintas destas. A primeira apresentava membranas
simétricas com poros regulares que atravessam toda a espessura da membrana, possuindo baixa
produtividade e resisténcia mecanica. Na segunda geragdo, chamada de membranas assimétricas
ou anisotrdpicas, houve o surgimento de finas peliculas filtrantes sobre uma estrutura mais
grossa e porosa, o que garantia estabilidade mecanica ao conjunto. Esta redugdo da pelicula
diminuiu a resisténcia a filtracdo e, assim, o consumo energético. A terceira geragao introduziu
membranas compostas de diferentes polimeros, permitindo uma diminui¢do ainda maior da
espessura da pelicula filtrante, minimizando o consumo energético e elevando a resisténcia

mecanica. Atualmente predominam as de terceira geracao (RIFFEL, 2005).

No entanto, h4 problemas com relagdo ao destino do rejeito produzido por este processo,
j& que ¢ um material extremamente rico em sais. Este rejeito provoca grande impacto ambiental,
pois € disposto, normalmente, em lagoas de decantacdo ou mesmo ao ar livre (ALBINATI et al.,

2003; FURTADO e MOTA, 2003; SUASSUNA, 2005).

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis
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Devido a capacidade poluidora deste material, diversas pesquisas tém sido realizadas de
modo a encontrar alguma utilizacdo para ele. Pode-se citar o uso para fins pecudrios,
carcinicultura (camardes marinhos), piscicultura (tilapias) e no cultivo de plantas tolerantes a
altas concentracdes salinas (halo6filas), como a Atriplex spp, conhecida como erva-sal que ¢
utilizada como recurso forrageiro para o gado. Estas acdes constituem formas de conciliar a
producdo de agua de qualidade com a producdo de alimentos (ALBINATI et al., 2003;
SUASSUNA, 2005). No entanto, o uso prolongado de rejeitos salinos ou ricos em sddio pode ser
prejudicial ao solo, podendo causar erosdo da estrutura do mesmo, além de afetar a
produtividade. Como conseqiiéncia, o uso da terra torna-se nao sustentdvel a longo prazo

(HUSSAIN et al., 2002).

Existem algumas poucas algas e bactérias que toleram ou requerem altas concentragdes
de sal para seu crescimento, sendo chamadas de halotolerantes e halofilicas, respectivamente.
Estas suportam tais condi¢des excluindo de suas células as altas concentragdes de ion s6dio que
geralmente prevalecem nesses ambientes (BRASIL, 2002). Dentre as algas que suportam altas
concentragdes salinas, destacam-se as cianoficeas, em especial Arthrospira platensis, que
sobrevive em condigdes de pH (10-11) e salinidade nao toleradas por outros organismos

(KEBEDE, 1997).

1.2 Microalgas

Segundo Richmond (2004), organismos que possuam clorofila @ e um talo ndo
diferenciado em raiz, caule e folhas sdo considerados algas. Por sua vez, as microalgas sdo
definidas pelos fic6logos modernos como sendo algas microscOpicas propriamente ditas

juntamente com bactérias fotossintetizantes aerobias.

O interesse por estes dois grupos de organismos fotossintetizantes, microalgas e bactérias
aerdbias, recai em seu potencial de utilizacdo na producdo de biomassa para alimentagdo de
humanos e animais, bem como na producdo de compostos quimicos especificos (RICHMOND,
2004). Zittelli et al. (1999) afirmam que, no passado, diversas espécies de fungos e bactérias
foram reconhecidas como fontes produtoras de acidos graxos. No entanto, os longos periodos

fermentativos destes organismos tornaram estas fontes ndo viaveis comercialmente. O mesmo

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis



Capitulo 1: Revisdo Bibliografica 9

poderia ser esperado de microalgas, mas mudangas nas condigdes ou mesmo novas formas de
cultivo melhoram os niveis de produtividade, aumentam o grau de controle do processo e

diminuem os custos, tornando estas culturas viaveis comercialmente.

Entre os procariotos fotoautotréficos, as cianoficeas do género Arthrospira sao as mais

cultivadas para producdo de suplementos alimentares (RICHMOND, 2004).

Além de serem utilizados como fonte de ra¢des animais e compostos quimicos finos,
também sao explorados como agente terapéutico (RICHMOND, 2004). Segundo Duarte Filho et
al. (2002), Arthrospira platensis ¢ a microalga mais cultivada mundialmente por apresentar de 60

a 70% de proteina, bem como elevadas concentra¢des de acido y-linolénico.

1.2.1 Taxonomia e morfologia

A microalga Arthrospira platensis pertence a Familia Oscillatoriaceae, sendo esta Familia
considerada a mais simples das Cyanophyta (BOLD e WYNNE, 1985). As cianoficeas figuram
entre os mais antigos seres vivos deste planeta, aparecendo no registro fossil de 1,9 bilhdo de
anos. Foram possivelmente os primeiros organismos capazes de dissociar moléculas de agua,
apresentando, assim, papel fundamental na evolucdo da atmosfera primitiva da Terra
(MARGALEF, 1983). As cianoficeas, assim como algumas bactérias, podem crescer em
condigdes extremamente adversas, que variam desde fontes termais até geleiras antarticas

(RAVEN et al., 1996).

Devido ao fato da A4. platensis originalmente ter pertencido ao género Spirulina, ela pode
ser encontrada sob a designagdo erronea de Spirulina platensis. Isto ocorre mais por motivos
tradicionais, praticos e tecnologicos do que taxondmicos, pois este microrganismo € conhecido
comercialmente ha muito tempo. Assim sendo, pode-se esperar que o nome S. platensis continue
a ser utilizado. Porém, cabe ressaltar que estes gé€neros sdo diferentes e filogeneticamente

distantes, apesar de compartilharem a mesma morfologia helicoidal (VONSHAK, 1996).

Esta microalga ¢ composta por tricomas de 5-6 um de largura e 20-200 um de

comprimento (HOFF e SNELL, 1999). Estes tricomas sdo multicelulares, helicoidais com
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orientagdo a esquerda, compostos de c€lulas chatas e ndo diferenciadas, com excecao das células
terminais deste (Figura 2). Apresenta, ainda, mobilidade, revolvendo-se em torno de seu eixo
central (BOLD e WYNNE, 1985; RICHMOND, 1990; VONSHAK, 1996; RICHMOND, 2004).
Segundo Raven et al. (1996), os tricomas sao modificagdes da epiderme, que dao origem a um
pélo, uma escama ou uma vesicula aqiiifera; tratando-se, no caso das microalgas, de um

filamento de células.

Figura 2: Tricoma de Arthrospira platensis (UTEX Culture Collection of Algae, 2006).

A multiplicagdo desta microalga ocorre por meio de divisdo celular em um plano definido
e a reproducdo por formagdo de hormogénio através da “quebra” do tricoma em sitios
especificos (VONSHAK, 1996; RICHMOND, 2004). De acordo com Raven et al. (1996), o
hormogo6nio ¢ um fragmento de um filamento de cianoficea (tricoma) que se destaca e cresce,
formando um novo filamento. Segundo Hoff e Snell (1999), um Unico tricoma pode comportar

diversos individuos, sendo, porém, dificil distingui-los.

1.2.2 Habitat

Ao género Arthrospira pertencem cianoficeas filamentosas planctonicas (RICHMOND,
2004), que ocorrem tanto em aguas doces como salgadas (BOLD e WYNNE, 1985). Como todas
as cianoficeas, A. platensis ¢ fotoautotrofica obrigatoria, ndo podendo, assim, crescer em

sistemas ndo iluminados, mesmo que estes contenham fontes de carbono (RICHMOND, 1990).

As cianoficeas apresentam ampla distribui¢do na natureza e sdo tolerantes a maiores
variagdes ambientais do que as algas eucaridticas. Podem sobreviver em estado latente por mais

de um ano e retomar seu desenvolvimento normal apos as chuvas (COZZA e COSTA, 2000).

Utilizag@o de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis



Capitulo 1: Revisdo Bibliogrdfica 11

Apresentam um bom crescimento em lagos alcalinos (pH 11,0) de regides tropicais e
subtropicais, sendo encontradas de forma abundante nos lagos Bodou e Rombou (Chad) e
Texcoco (México). Porém sdo ubiquas, sendo encontradas principalmente em lagos alcalinos e
aguas salobras e salgadas, onde freqiientemente tornam-se as espécies dominantes, formando
floragdes massivas (RICHMOND, 1990; VONSHAK, 1996; COZZA e COSTA, 2000;
RICHMOND, 2004).

Vonshak (1996) cita que 4. maxima parece estar confinada a América Central,
principalmente no Lago Texcoco, enquanto que A. platensis possui uma maior distribuigao,
sendo encontrada na Africa, Asia e América do Sul. Uma caracteristica dos ambientes onde sdo

encontradas ¢ a alta concentragdo de carbonato e bicarbonato dissolvidos na agua.

Ao género Arthrospira pertencem microalgas termofilicas, apresentando temperatura
otima de crescimento na faixa de 35 a 37°C. Porém, em culturas a céu aberto, temperaturas de
39°C por algumas horas ndo causam efeitos nefastos detectaveis. Por outro lado, a temperatura
mais baixa que permite algum crescimento expressivo de Arthrospira gira em torno dos 18°C e

abaixo dos 12°C as culturas deterioram (RICHMOND, 1990; COZZA e COSTA, 2000).

1.2.3 Composiciao bioquimica e importancia economica

As microalgas podem ser utilizadas para a obtencao de produtos que sdo exclusivos a elas
ou que aparecam em concentragdes elevadas. Desta forma, 4. platensis pode ser utilizada para a
produgdo, entre outros, do 4cido graxo poliinsaturado y-linolénico e de pigmentos (ALVEAL et

al., 1995).

Devido a suas caracteristicas nutricionais, a Arthrospira ja era consumida pelos Astecas,
sendo ainda hoje consumida pela tribo Kanembou do norte do lago Chad, na Africa Central, e
por muitos povos da Asia. As cianoficeas podem ser consideradas como fontes de proteinas,
sendo passiveis de serem utilizadas como complemento alimentar na dieta humana, em racdo
animal, na piscicultura ou em produtos farmacéuticos, podendo ser consumida in natura ou

processada (COZZA e COSTA, 2000).

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis



Capitulo 1: Revisdo Bibliografica 12

A importancia desta microalga deve-se a seu papel econdmico, o qual ¢ derivado de suas
caracteristicas peculiares. Estas tornam sua utilizacdo em cultivos em massa bastante atrativos,
uma vez que podem servir como fonte de alimento humano e animal, além de produtos quimicos.
Também se pode utiliza-la para o tratamento de aguas residuais, com a possibilidade da

producao de ra¢des animais (VONSHAK, 1996).

Das poucas cianoficeas que possuem uma longa histéria de consumo por comunidades
humanas, Arthrospira platensis foi a primeira a ser cultivada comercialmente com uso na
biotecnologia moderna. A producao anual de biomassa desta microalga, em 2000, foi estimada
em torno de 2.000 toneladas, tendo seu uso extrapolado da aplicag¢do original como suplementos
alimenticios para humanos ou ra¢do animal, para producdo de compostos quimicos finos para
diagnésticos clinicos, pesquisa bioldgica e aplicagdes em cosméticos. Estudos recentes com
Arthrospira platensis sobre seus efeitos terapéuticos € na saude estdo promovendo a aplicagao

deste organismo nas industrias farmacéuticas e nutracéuticas (RICHMOND, 2004).

Esta microalga tem sido utilizada desde meados da década de 1970 na aqiiicultura,
principalmente para a alimentagdo de peixes (Ictiobus cyprinellus e Tilapia aurea). Desde entao,
uma ampla gama de espécies de peixes e invertebrados, principalmente crustdceos, foram
pesquisados quanto a alimentagdo com Arthrospira. Em todos os casos reportados houve um
incremento na conversdo energética, bem como maior eficiéncia na ingestdo de proteinas

(RICHMOND, 2004).

Pesquisando a performance reprodutiva de trés geragdes de tilapias (Oreochromis
niloticus) alimentadas somente com 4. platensis ou somente com ragdo comercial, Lu e Takeuchi
(2004), determinaram que ndo houve diferengas significativas nas taxas de fecundidade relativa,
intervalo entre geragdes e tamanho dos ovos entre as geragdes, sendo as taxas de fertilizacao, de
eclosdo e sobrevivéncia das larvas também similares. Detectaram-se diferencas significativas
apenas nos perfis de 4acidos graxos dos ovos, com o grupo alimentado com A. platensis
apresentando maiores concentragdes de acido linoléico, y-linolénico e acidos graxos altamente

insaturados -6 (20:3w-6, 20:4w®-6, 22:4m-6, 22:50-6).
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Em outro trabalho com tilapias (Oreochromis niloticus), Lu et al. (2004), pesquisaram as
taxas de ingestdo e assimilagdo bem como a eficiéncia de ingestdo e assimilacao de trés espécies
de microalgas (4. platensis, Euglena gracilis e Chlorella vulgaris). Determinou-se que dentre as
trés espécies trabalhadas, A. platensis apresentou as melhores taxas de ingestdo e assimilacao
pelas larvas de tilapia. No tocante a eficiéncia de ingestdo e assimilagdo, A. platensis também

apresentou melhores resultados do que as outras espécies.

Nandeesha et al. (2001) estudaram o efeito da alimentacdo de duas espécies de carpa:
catla (Catla catla) e rohu (Labeo rohita), com quatro diferentes concentracdes de A. platensis
(25, 50, 75 e 100%). Nao houve diferenga no peso final da carpa catla em nenhuma das
concentragdes de 4. platensis quando comparado ao alimento controle (proteina de peixe). No
entanto, a carpa rohu apresentou maior peso final bem como maior taxa de crescimento
especifico e eficiéncia de conversdo protéica quanto maiores os niveis de microalga. Ambas as
espécies apresentaram aumentos marginais na digestibilidade de matéria seca, proteinas e
gorduras quando alimentadas com A. platensis. Em geral, os peixes alimentados com a microalga

apresentaram maiores niveis de gordura do que os alimentados com a proteina de peixe.

Em um estudo realizado por Morais et al. (2004) com a adicdo de quantidades variaveis
de A. platensis em biscoitos de chocolate, verificou-se uma maior digestibilidade in vitro quanto
maior as concentragdes da microalga adicionadas a massa. Com relagdo a composi¢do quimica
dos biscoitos, esta aumentou com a adi¢do de A. platensis para fibra bruta e cinzas entre 5 a 11%

quando comparada ao controle.

A composicdo quimica basica de duas espécies de Arthrospira, A. platensis e A. maxima,

esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo quimica basica de Arthrospira platensis e Arthrospira maxima, em % de

peso seco
Alga Proteina Lipidios Carboidratos | Acido nucléico
A. platensis 46-50 4-9 8-14 2-5
A. maxima 60-71 6-7 13-16 2,9-4,5

Fonte: Richmond, 1990.
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Em Arthrospira, cerca de 20% de todas as proteinas consistem em C-ficocianinas, as
quais servem como uma fonte de reserva de nitrogénio (RICHMOND, 1990; ALVEAL et al.,
1995).

Uma proporg¢ao protéica elevada por si s6 nao ¢ um indicativo de qualidade nutricional,
uma vez que esta ¢ determinada pelo contetido, presenca e disponibilidade dos aminoacidos das
proteinas (RICHMOND, 1990). Na Tabela 2, pode-se observar o perfil de aminoacidos de A.

platensis em comparagdo com outros alimentos e os valores minimos requeridos pela FAO.

Tabela 2: Composicdo de aminoacidos em proteinas alimentares, Arthrospira platensis e

requerimentos em aminoacidos essenciais da FAO, em g/100g de proteina total

FA
Ervilha Bacalhau Bife Leite de Leite Ovo Arthrospira | 5.5 03-8
aa fresca ¢ (filé) ¢ bovino * vaca ¢ humano ® | inteiro ¢ | platensis © . .
anos = anos
Ile* 4,7 5,2 4,9 4,9 5,3 5,6 6,7| 28 13
Leu* 7,5 8,3 7,6 9,1 9,9 8,3 98| 6,6 19
Lys* 8,0 9,6 8,7 7,4 7,1 6,3 48| 58 1,6
Met* 1,0 2,8 2,6 2,6 1,5 3,2 2,5 25 17
Cys* 1,2 1,1 1,2 0,8 2,0 1,8 0,9 ’ ’
Phe* 5,0 4,0 4,3 4,9 3,8 5,1 5,3 63 1.9
Tyr* 3,0 3,4 3,4 4,1 3,0 4,0 5,3 ’ ’
Thr* 4,3 4,7 4,5 4,4 4,5 5,1 62| 34 09
Trp* 1,0 1,1 1,2 1,3 2,3 1,8 0,3 1,1 05
Val* 5,0 5,6 5,1 6,6 6,8 7,6 7,11 35 13
His* 2,4 2,8 3,5 2,7 2,5 2,4 221 19 1,6
Arg 10,0 6,2 6,4 3,6 3,8 6,1 7,3
Ala 4,5 6,7 6,1 3,6 4,2 5,4 9,5
Asp® 11,9 10,2 9,1 7,7 9,1 10,7 11,8
Glu" 17,3 14,8 16,5 20,6 17,4 12,0 10,3
Gly 43 4,6 5,6 2,0 2,5 3,0 5,7
Pro° 4,1 4,0 4,9 8,5 9,9 3,8 4,2
Ser 4,7 4,8 4,3 5,2 4,3 7,9 5,1
Legenda:  * aminoacidos essenciais para o ser humano

* inclui asparagina

® inclui glutamina

© inclui hidroxiprolina

¢ Coultate, 2004

°Richmond, 2004

"FAO/WHO (apud ROMAN e SGARBIERI, 2005)
¢FAO/WHO (apud MIRA e LANFER-MARQUEZ, 2005)
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Somente plantas e determinadas bactérias conseguem produzir todos os aminoacidos
existentes. Os animais, por outro lado, sintetizam alguns (os chamados ndo essenciais), enquanto
necessitam obter os outros por meio da alimentacio (RICHMOND, 1990). De acordo com
Richmond (2004), o padrdo de aminoacidos de A. platensis pode ser comparado favoravelmente
com os padrdes do ovo e de soja, apresentando somente pequenas deficiéncias no que se diz
respeito aos aminodcidos que contém enxofre (metionina e cisteina), sendo este fato
caracteristico de muitas proteinas de plantas. Segundo Danesi et al. (2002), todos os aminoacidos
estdo presentes em A. platensis em proporgdes dentro dos recomendados pela FAO, com excecao

da metionina.

As microalgas também s3o uma fonte valiosa de vitaminas, apresentando praticamente
todas as vitaminas principais. Ocorrem, sem sombra de duvida, flutuagcdes nos niveis das
vitaminas devido a fatores ambientais, métodos e técnicas de pos-colheita e secagem das algas
(RICHMOND, 2004). A Tabela 3 apresenta o contetdo vitaminico estimado de 4. platensis em

comparagdo ao do espinafre.

Tabela 3: Conteudo vitaminico de Arthrospira platensis comparado ao do espinafre, em mg.kg™

de peso seco, e a ingestdo diaria recomendada (IDR), em mg.d”'

Fonte Vitaminas ]
A B] B2 B6 B12 C E Nicotinato| Biotina | Ac. F | Ac. P

A 840,0 | 44,0 | 37,0 3,0 7,0 | 80,0 120,0 0,3 1,0 6,8

B 130,0 0,9 1,8 1,8 470,0 5,5 0,007 0,7 2,8

C 1,7 1,5 2,0 2,5 0,005 50,0 30,0 18,0 - 0,6 8,0

Legenda: A — A. platensis

B — espinafre

C-1IDR

Ac. F = 4cido folico

Ac. P = 4cido pantoténico
Fonte: Richmond, 2004.

Com relacdo aos lipidios, estes podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4: Composicao de acidos graxos de Arthrospira e Chlorella, em % dos lipidios totais

Acido graxo A. platensis® A. maxima* C. vulgaris * C. vulgaris
12:0 0,40 tr nd np
14:0 0,70 0,30 0,90 nd
14:1 0,20 0,10 2,00 nd
15:0 tr tr 1,60 np
16:0 45,50 45,10 20,40 19,20
16:1 9,50 6,80 5,80 0,87
16:2 1,20 tr 1,70 np
16:4 nd nd nd np
17:0 0,30 0,20 2,50 4,19
18:0 1,30 1,40 15,30 14,60
18:1 3,80 1,90 6,60 12,66
18:2 14,50 14,60 1,50 3,77
a-18:3 0,30 0,30 20,50 21,09
v-18:3 21,30 17,90 nd nd
20:2 nd nd 1,50 3,91
20:3 0,40 nd nd 3,30
Outros nd 14,30 19,60 7,85
Legenda: *— Richmond, 1990

®_ Bertoldi, 2006

tr — tragos

nd — ndo detectado
np — ndo pesquisado

Segundo Richmond (2004), algumas cianoficeas, especialmente as filamentosas, tendem

a apresentar maiores niveis de 4cidos graxos poliinsaturados.

Cerca de 1% do peso da Arthrospira é representado pelo acido y-linolénico. Isto aliado ao
fato de apresentar baixissimas concentracdes do acido a-linolénico, o que facilita a extracao, fez
com que esta microalga tenha sido considerada como uma fonte de 4cidos graxos poliinsaturados

e acido y-linolénico vidveis (COZZA e COSTA, 2000).

Peng et al. (2001) ao cultivarem A. platensis em meio Zarrouk, a 28°C e com iluminac¢ao
continua de 60 pmol.m™.s”, determinaram que o total de lipidios desta microalga, extraidos pelo
método de Soxhlet e com CHCIl; como fluido de extracdo, ¢ de 10,30+10% do peso seco do

microrganismo.
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Fatores nutricionais e ambientais podem afetar tanto as proporgdes relativas quanto o
total de acidos graxos das microalgas. Quando cultivadas em meios deficientes de nitrogénio,

muitas microalgas apresentam niveis lipidicos aumentados (RICHMOND, 2004).

Entre os acidos graxos comercialmente importantes, estdo os poliinsaturados essenciais
como o 18:2, y-18:3, 20:3, 20:4 e 20:5. Destes, o y-linolénico, que ¢é considerado como sendo
eficaz na diminui¢do dos niveis de colesterol do sangue e tem sido utilizado em suplementos
alimentares para o tratamento de diversas doencas, aparece em grandes quantidades em A.
platensis. Além da importancia nutricional, estes acidos graxos também apresentam importancia

farmacéutica, sendo eles precursores de prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos

(RICHMOND, 2004).

Nos ultimos anos, as propriedades farmacéuticas e nutrac€uticas de diversas microalgas,
entre elas A. platensis, t€m sido estudadas. Parada et al. (1998) estudaram a utilizacdo de
produtos extracelulares desta microalga como promotores de crescimento de Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
bulgaricus. Foi determinado um aumento significativo do crescimento destas bactérias em dois
dos trés meios de cultura testados. Estes resultados abrem caminho para pesquisas in vivo com
objetivo de determinar a utilidade de suplementos alimenticios, produzidos a partir de A.
platensis, como prebidticos que favoregam a colonizacdo de bactérias acido lacticas no trato

intestinal humano.

Outro uso possivel para 4. platensis seria como inibidor de reacdes anafildticas. Yang et
al. (1997), ao estudarem o efeito de 4. platensis em pd, descobriram que este inibia choques
anafilaticos produzidos pelo composto 48/80 (uma mistura de polimeros policatidnicos), além de
diminuir os niveis de histamina, induzida pelo composto 48/80, no sangue de ratos de

laboratorio.

Chamorro et al. (2002) citam diversos efeitos farmacoldgicos de Arthrospira. Entre eles:
antialérgico, antihepatotdxico, antianémico, anticancerigeno, antiviral, anticoagulante,

antigenotoxico, antitoxico, antiinflamatorio e antiparasitario. Estes autores também relatam
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efeitos benéficos para o sistema cardiovascular, principalmente a aorta; além de atuar como
hipoglicemiante, hipolipidémico e como imunoestimulante.

Com relagdo a seguranca do consumo de microalgas e, neste caso, de Arthrospira, foram
realizados diversos estudos quanto ao prejuizo na ingestdo de acidos nucléicos e toxinas
formadas por algas. No caso de toxinas, todas as microalgas cultivadas atualmente sofreram
exaustivos testes, tanto in vitro quanto in vivo, para assegurar sua inocuidade (RICHMOND,

2004).

Uma outra possibilidade de uso das microalgas ¢ em missdes espaciais. Godia et al.
(2002) citam a utilizagdo de A. platensis em um sistema de suporte de vida para futuras bases na
Lua e Marte. Neste sistema, chamado MELISSA (Micro Ecological Life Support System
Alternative), em conjunto com plantas superiores e bactérias nitrificantes e termofilicas, 4.
platensis ¢ utilizada para a produgao de oxigénio, além de servir como fonte de biomassa. Gros
et al. (2003) reportam que a produ¢do de biomassa por A. platensis, neste sistema, pode suprir

em até 40% as necessidades alimentares didrias da tripulagdo.

1.3. Cultivo unicelular

Para a obtenc¢do de energia ou para a constru¢do de componentes celulares, os organismos
retiram do ambiente as substancias necessarias. Estas sdo chamadas de nutrientes e sdo divididas
em dois grandes grupos: macronutrientes € micronutrientes. Ambos sao necessarios, porém 0s
macronutrientes (carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio e enxofre) precisam ser fornecidos
em maiores quantidades, j4 que correspondem por mais de 90% da composi¢do celular. Os
micronutrientes, que constituem os 10% restantes, sdo formados por potassio, célcio, ferro,

mangangs, entre outros (TRABULSI et al., 1999).

De acordo com Round (1983) e Trabulsi et al. (1999), quanto maiores forem os
conhecimentos sobre a distribuicdo na natureza e a ecologia dos microrganismos (pH,
temperatura e composicdo do ambiente), mais facil e melhor sera o cultivo destes em condigdes

laboratoriais.
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1.3.1 Ciclo de crescimento microbiano

Segundo Forsythe (2002), o ciclo de crescimento dos microrganismos ¢ composto por
seis fases. Sendo elas:

- Fase lag: nesta fase as células ndo estdo em divisdo, mas sintetizando constituintes celulares.
De acordo com Trabulsi et al. (1999), dependendo de certos fatores, como idade e
concentragdo do indculo além de condi¢des de incubagdo, esta fase pode nao ocorrer.

- Fase de aceleragdo: corresponde a fase onde uma propor¢do crescente de células esta se
multiplicando.

- Fase exponencial (ou log ou logaritmica): a populacao duplica-se de forma exponencial (1-2-
4-8-16-32-64, etc.). O nimero de células cresce de maneira tal que, para visualizagdo grafica,
melhor seria utilizar valores logaritmicos.

- Fase de desaceleracao: ocorre quando uma proporcao crescente de células ndo estd mais se
multiplicando.

- Fase estaciondria: a taxa de geracdo ¢ igual a de morte, sendo esta fase causada pela
diminui¢ao dos nutrientes, acumulagcdo de produtos finais toxicos e/ou outras mudangas
ambientais, como variagdes no pH.

- Fase da morte: o nimero de células morrendo supera as que sdo geradas.

As caracteristicas do organismo, bem como as condigdes ambientais, determinardo a

duracdo de cada uma das fases (FORSYTHE, 2002).

Para se determinar o desenvolvimento de uma cultura, nimero ou massa dos
microrganismos pode-se utilizar métodos diretos e indiretos. Entre os diretos, existem os
métodos de centrifugagdo e peso seco. Ja os indiretos incluem métodos de quantificagdo de
nitrogénio, de consumo ou acumulo de metabdlitos, além de métodos de turbidimetria e
estimativas espectrofotométricas. Os métodos indiretos devem, no entanto, ser relacionados com

métodos diretos (TRABULSI et al., 1999).

Células suspensas em meio liquido causam turvagdo, que pode ser medida por meio de

espectrofotdmetros em amplitudes especificas. Assim, quanto maior o numero de células, maior
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a absorbancia. No entanto, curvas padrdo, calibradas com base em outros métodos, devem ser

construidas para cada espécie, bem como para cada meio de cultivo (HOFF e SNELL, 1999).

1.3.2 Condicoes de cultivo

O conteudo quimico das microalgas ndo ¢ dependente apenas da espécie, mas também de
fatores relacionados as condi¢des do cultivo, entre eles: composi¢do do meio, taxa de aeracao,
intensidade luminosa, duragdo do fotoperiodo, temperatura e idade da cultura (MEDINA et al.,

1998).

Demonstrou-se que, quando cultivada em ambiente externo, a sintese de carboidratos por
A. platensis era mais elevada em dias ensolarados do que nos nebulosos, indicando que quanto
maior a intensidade luminosa, maior a producao de polissacarideos. A intensidade luminosa, por
outro lado, tem sido referida como o fator limitante principal em cultivos em massa de
microalgas. Demonstrou-se que A. platensis, cultivada em condigdes Otimas, apresenta uma
queda na eficiéncia fotoquimica da PS II (F\/Fy,) da ordem de 10% por volta do meio dia quando
exposta a insolagao direta. Este tipo de inibi¢do luminosa ¢ conhecido como fotoinibi¢do diurna

(RICHMOND, 2004).

Quando cultivada em temperaturas abaixo da 6tima, a fotoinibicdo em A. platensis
também ocorre, porém fluxos fotonicos bem inferiores aos que normalmente ocasionariam
fotoinibi¢do sdo necessarios. Isto se deve ao fato de que as flutuacdes de intensidade luminosa e
temperatura ndo sdo sincronizadas, o que gera uma condicdo de estresse singular, sob a qual a

fotoinibigdo ¢ induzida mesmo em niveis de intensidade luminosa baixa (RICHMOND, 2004).

Outro fator que pode facilitar o aparecimento de fotoinibicdo € o estresse salino. A.
platensis cultivada sob estresse salino apresenta menores taxas de crescimento e fotossintese
quando iluminadas a 200 pmol.m™.s™ do que a 100 pmol.m™.s™". O estresse salino também afeta
o crescimento de 4. platensis pelo aparecimento da fase lag. Isto foi observado ao cultivar-se 4.
platensis em meio Zarrouk suplementado com concentragdes crescentes de NaCl. Conforme

aumentava a salinidade, maior foi a fase lag (ZENG e VONSHAK, 1998).
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A combinacao de temperaturas baixas e altas concentragcdes de oxigé€nio também afetam
de maneira drastica os niveis de fotoinibicdo. Enquanto a fotoinibi¢do reduziu na ordem de 33%
a produtividade didria de cultivos crescidos sob temperatura 6tima (35°C) e concentracdes de
oxigénio na faixa de 60+19 mg.L", cultivos crescidos em temperaturas de 25°C e niveis de

oxigénio de 58+16 mg.L"' sofreram fotoinibigdo de 60% (RICHMOND, 2004).

Costa et al. (2004) reportam a possibilidade do uso de aguas da Lagoa da Mangueira, no
Rio Grande do Sul, para o cultivo de A. platensis. Estas éaguas, ricas em carbonatos e
apresentando pH elevado, quando suplementadas com 1,125 mg.L"' de uréia, mostraram-se
vidveis para producdo desta microalga, sendo capazes de diminuir os custos de producdo e

melhorar a economia em cultivos de larga escala.

Santos et al. (2003) pesquisaram variagdes na composicao final de 4. platensis cultivada
em duas temperaturas diferentes, 25 ¢ 35°C, em meio Paoletti com 2,5 g.L' de KNOs (2,5) ¢ em
meios modificados com 0,2 g.L"' de KNO; (0,2) e sem fonte de nitrogénio (SN). Os meios 0,2 e
SN, em ambas as temperaturas de cultivo, apresentaram quedas nos niveis de proteinas, quando
comparados com o meio 2,5, sendo esta de até 40,28%. No entanto, niveis aumentados de
carboidratos e lipidios totais foram reportados para os meios 0,2 e SN, quando comparados ao

2,5, sendo este aumento mais expressivo na temperatura de 25°C.

Costa et al. (2002) avaliaram o efeito de diferentes condigdes de cultivo no perfil de
acidos graxos de A. platensis. Para tanto, foi utilizado o meio Zarrouk, suplementado com
0,6375; 1,2750; 1,9125 e 2,5500 g.L'1 de nitrato de sodio e, duas diferentes temperaturas de
cultivo (30 e 35°C). Foi determinado que as alteracdes nas concentragdes de nitrogénio nao
afetaram o perfil de acidos graxos, no entanto, a temperatura exerceu forte influéncia sobre este
perfil. Na temperatura a 30°C foi observado um maior percentual de 4cido y-linolénico, bem
como a de 4cidos graxos insaturados. O total do acido y-linolénico variou entre 20 e 23% do total

de acidos graxos analisados.
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1.4 Compostos unicelulares

Atualmente hd grande preocupagdo relacionada a falta de alimentos para suprir a
populacdo em expansdo, o que leva a procura de novas fontes de alimentos (RAJOKA et al.,
2004). Assim, necessita-se de fontes que sejam nutricionalmente completas e que utilizem

espago, tempo e custos de produ¢ao minimos (BELITZ e GROSCH, 1997).

Desta forma, o cultivo de microrganismos, em sistemas independentes dos agricolas
tradicionais, ¢ muito promissor (RAJOKA et al., 2004). Apesar de parecer inaceitavel para
algumas pessoas, a utilizacdo destes como fontes alimentares, tanto humanas quanto animais,
certamente ¢ uma idéia inovadora para a resolugdo do problema mundial da fome (UYSAL et al.,

2002).

Além de preencher esses requisitos, os microrganismos podem ser cultivados a partir de

varios materiais que normalmente sdo desperdicados (JAY, 2005).

1.4.1 Proteinas unicelulares (Single-Cell Proteins)

Juntamente com os lipidios e os carboidratos, as proteinas encontram-se entre o0s
nutrientes mais importantes. Isto se deve ndo por sua funcdo energética, mas porque sio
necessarias para a sintese de compostos, em funcdes de lubrificacdo, além de serem utilizadas na
sintese das proprias proteinas do organismo, na formac¢ao dos cromossomos e na divisao celular
(MATISSEK et al., 1998). Sgarbieri (1996) cita diversas propriedades das proteinas, sendo elas:
funcdo estrutural e contratil, catalisadores bioldgicos (enzimas), hormdnios, proteinas de

transporte, antigenos/anticorpos e fungdes nutricionais.

As proteinas com valor nutritivo sdo aquelas que sdo digeriveis, ndo-tdxicas e
aproveitaveis pelo organismo, além de estarem presentes em quantidades e proporgdes
significativas nos alimentos (SGARBIERI, 1996; ORDONEZ et al., 2005). Sua qualidade

relaciona-se a composi¢do de aminoacidos essenciais e a sua digestibilidade (FENNEMA, 2000).
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As principais fontes de proteinas que sao utilizadas na alimentagdo animal e humana sao
tradicionalmente de origem animal e vegetal. As fontes convencionais de proteinas de origem
animal sdo o leite e derivados, ovos, € os varios tipos de carne, ja as de origem vegetal sdo

principalmente os graos de cereais e leguminosas (SGARBIERI, 1996).

Além de animais e plantas, algas (Chlorella, Scenedesmus, Arthrospira spp.) leveduras e
bactérias também podem ser destinadas a producdo de proteinas (proteinas unicelulares, Single-

Cell Proteins, SCP’s) (BELITZ e GROSCH, 1997).

O cultivo de microrganismos unicelulares como fonte de alimentagdo humana foi
sugerido no inicio do século XX, sendo a expressdo Single-Cell Protein criada em 1966 no
Massachusets Institute of Technology. Esta expressdao, embora incorreta, pois as proteinas nio
sdo os unicos elementos presentes nas células, ¢ utilizada para descrever a idéia de

microrganismos como fontes protéicas (JAY, 2005).

As SCP’s sdo baratas e competem bem com outras fontes protéicas e, dependendo de sua
composi¢do aminoacidica, podem possuir um bom valor nutritivo. Porém, a produgdo de
proteinas de alto valor nutritivo pode apresentar custo elevado, sendo necessdria a pesquisa de
sistemas que aliem alta producdo de biomassa com proteinas de qualidade comparéavel a animal,

além de baixo custo (RAJOKA et al., 2004).

Segundo Jay (2005), a utilizagdo de microrganismos como fontes de proteinas
apresentam diversas vantagens quando comparada a proteinas vegetais e animais, entre elas:
- tempo de geragdo curto, ocasionando rapido aumento de biomassa;
- facilidade na manipulacdo génica, possibilitando a produ¢do de compostos desejados;
- alto contetido protéico;

- a produgdo ¢ independente do clima.

A escolha do microrganismo a ser utilizado depende, principalmente, do substrato.
Assim, cianoficeas do género Arthrospira estdo aptas para crescer em: aguas com altas
concentragdes de bicarbonato, pH elevado (8,5 a 11,0) e temperaturas de 30°C. Outros

organismos podem se desenvolver em diversos outros materiais, como soro de queijo, mosto,
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residuos do processamento de batatas, café e enlatados, além de residuos industriais, de celulose,
entre outros. As células produzidas podem ser utilizadas de forma direta na alimentagdo humana
ou animal, onde podem substituir componentes da ragdo como o milho, que pode ser empregado

na alimenta¢do humana (JAY, 2005).

1.4.2 Oleos unicelulares (Single-Cell Oils)

Os lipidios tém sido reconhecidos como nutrientes essenciais tanto nas dietas animais
quanto na humana. Estes constituem a fonte energética mais concentrada conhecida, produzindo
9 kecal.g”, o que equivale a 2,25 vezes mais do que a energia produzida por proteinas e agucares.
Além disso, sdo fontes de acidos graxos essenciais, transportam vitaminas lipossoluveis, entre

outras funcdes (ZILLER, 1996; ORDONEZ et al., 2005).

Os 4cidos graxos podem ser classificados de acordo com a presenca ou nao de duplas
ligacdes, ou seja: acidos graxos insaturados, que podem apresentar uma, duas ou, as vezes, até
seis duplas ligacdes e saturados, respectivamente (FENNEMA, 2000; FRANCO, 2002;
COULTATE, 2004; ORDONEZ et al., 2005).

Tradicionalmente, os acidos graxos essenciais podem ser obtidos a partir de fontes
animais e vegetais. A escolha da fonte da-se em fung¢do do acido graxo desejado, sua
disponibilidade no material cru e a presenca e natureza de impurezas. Dentre estas fontes, os
6leos de pescado sdo os principais, porém a produ¢do ¢ insuficiente para suprir a demanda

(ALVEAL et al., 1995; MEDINA et al., 1998; KROES et al., 2003).

Nem todos os microrganismos possuem a capacidade de acumular lipidios. Por exemplo,
entre as mais de 600 espécies de leveduras, menos de 30 tém a capacidade de acumular mais de

20% de sua biomassa na forma de 6leos (RATLEDGE, 2002).

A producao de 6leos microbianos, também chamados de single-cell oils (SCO), iniciou-se
em 1985, apesar de ser conhecida ha mais de 100 anos (RATLEDGE, 2002). No principio

utilizou-se o fungo Mucor circinelloides para a produgdo de 4cido y-linolénico como uma
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alternativa para o 6leo de primula. Porém, devido aos custos elevados, a produgdo cessou 6 anos

apos (RATLEDGE, 2004).

Apbs este relativo fracasso inicial, houve a necessidade da procura de 6leos produzidos
por métodos tradicionais que fossem caros e de dificil obtencdo, justificando os custos da
producdo alternativa pelos SCO's. Assim, atualmente estes requisitos sdo atingidos pelos acidos
graxos poliinsaturados (PUFA’s), que originalmente eram obtidos apenas a partir de 6leos de
pescado, ndo sendo encontrados nem mesmo em plantas (RATLEDGE, 2004). Além disso, os
PUFA’s obtidos a partir de pescados podem apresentar problemas como: cheiro desagradavel,
contaminagdo por metais pesados, presenca de colesterol, um complexo perfil de acidos graxos,
além de apresentar produtividade varidvel (dependendo do estagio de vida, alimentacdo e
estagoes do ano) (MEDINA et al., 1998; RENAUD et al., 2002; WEN e CHEN, 2003). Por outro
lado, PUFA’s extraidos a partir de microalgas, e outros microrganismos, ndo possuem estas
desvantagens e a presenca de um perfil de acidos graxos mais simples facilita a purificacao

(MEDINA et al., 1998; ZITTELLI et al., 1999; WEN e CHEN, 2003).

Desta forma o interesse atual nos SCO's advém de sua capacidade de produgao de 6leos
ricos em PUFA, que sdo utilizados como suplementos dietéticos ou na nutricdo infantil

(RATLEDGE, 2002).

No passado, diversas espécies de microrganismos foram reconhecidas como possiveis
fontes produtoras de acidos graxos. Fungos, especialmente os da ordem Mucorales, e bactérias
dos géneros Shewanella, Alteronomas, Flexibacter e Vibrio podem acumular grande quantidade
de acidos graxos. Entretanto, o longo periodo fermentativo e baixas taxas de produtividade de
bactérias e fungos ndo permitem que estes organismos compitam comercialmente com fontes
tradicionais de acidos graxos. Porém, por meio de alteragcdes nas condi¢des de cultura, pode-se

direcionar o cultivo das microalgas, aumentando-se a produtividade (ZITTELLI et al., 1999).
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1.4.3 Nutricio e seguranca

Os organismos utilizados na produ¢do de compostos unicelulares apresentam teores
aminoacidicos similares as fontes protéicas animais e vegetais, porém os niveis de metionina na
maioria dos casos sdao inferiores. Também possuem carboidratos, lipidios e minerais em
quantidades aceitaveis, além de serem 6timas fontes de vitaminas do grupo B. Com relagdo ao
conteudo de gorduras, as algas apresentam maiores niveis quando comparadas aos outros

microrganismos, ja no caso dos acidos nucléicos ocorre o inverso (JAY, 2005).

Segundo Jay (2005), em estudos realizados em cobaias alimentadas com produtos a base
de microrganismos, os resultados obtidos foram excelentes, no entanto, quando estes foram
testados na alimentagdo humana, os resultados ndo se mostraram tdo bons. Normalmente
disturbios gastrintestinais sao associados ao consumo de SCP’s provenientes de algas e bactérias,

mas isto varia conforme a espécie utilizada.

Um dos problemas associados ao consumo de microrganismos ¢ o seu elevado nivel de
acidos nucléicos, que podem levar a formagdo de pedras nos rins e/ou gota. Isto ocorre devido a
metabolizacdo das purinas a 4cido tUrico, que ¢ fracamente soluvel no plasma sangiiineo.
Atualmente as concentragdes de acidos nucléicos podem ser reduzidas para niveis inferiores a
2% por meio de precipitacdo acida, hidrdlise acida ou alcalina ou pelo uso de RNAses. A
recomendacao de consumo maximo diario de acidos nucléicos ¢ de aproximadamente 2 gramas

(JAY, 2005).

Antes de poderem ser comercializados como produtos alimenticios, no entanto, os
microrganismos devem passar por todos os testes de toxicidade, de modo a garantir a seguranga

do consumidor (UYSAL et al., 2002).

No caso de cianoficeas do género Arthrospira, estas possuem o status de GRAS
(Generally Regarded as Safe — geralmente considerada como segura) tanto para alimentos
quanto para suplementos (OHR, 2005). Este status permite que humanos utilizem os produtos

oriundos dos microrganismos assim classificados (WALKER et al., 2005).
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Cultivo de Arthrospira (Spirulina) platensis em rejeito de dessalinizador e meio salinizado:

Teor protéico e perfil de aminoacidos

RESUMO

Arthrospira (Spirulina) platensis foi cultivada em laboratorio sob condigdes controladas (30°C,
iluminagdo de 140 pmol.m™.s™, 12 horas claro/escuro e insuflagio constante de ar atmosférico).
Como meios de cultivo foram utilizados: (1) o meio Paoletti (controle), (2) este mesmo meio
suplementado com 1,0 gL' de NaCl (4gua salinizada) e (3) rejeito de dessalinizador. Foi
verificado o efeito destes tratamentos no crescimento, teor de proteinas e aminodcidos. As
concentragdes celulares maximas obtidas foram de 2,587; 3,545 ¢ 4,954 g.L'1 no meio controle,
agua salinizada e rejeito de dessalinizador, respectivamente. Com relagdo as concentragdes
protéicas, estas foram maiores no meio com rejeito de dessalinizador, com 56,17%, enquanto que
a agua salinizada obteve 48,59%. No entanto, a biomassa cultivada na dgua salinizada possuiu
maior concentragdo de aminoacidos em relagdo a proteina total. A maioria dos aminoacidos
essenciais encontrou-se acima dos limites requeridos pela FAO, com excegdo apenas de lisina e

triptofano.

Palavras-chave: Arthrospira (Spirulina) platensis, rejeito de dessalinizacdo, aminograma
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Cultivation of Arthrospira (Spirulina) platensis in desalinator wastewater and salinated

medium: protein content and amino acids profile

ABSTRACT

Arthrospira (Spirulina) platensis was cultivated in laboratory under controlled conditions (30°C,
photoperiod of 12 hours light/dark provided by fluorescent lamps at an intensity of 140 pmol.m’

2 -1
.S

and constant bubbling air). Three different culture media were used: (1) Paoletti (control),
(2) Paoletti supplemented with 1 g.L”' of NaCl (salinated water) and (3) desalinator wastewater.
Effect of these treatments was evaluated on growth, protein content and amino acid profile.
Maximum cell concentrations observed in Paoletti, salinated water and desalinator wastewater
were 2.587, 3.545 and 4.954 g.L'!, respectively. Concerning protein concentrations, desalinator
wastewater presented the higher content (56.17%), while salinated water presented 48.59%.
However, biomass cultivated in salinated water presented higher amino acid concentrations

regarding to total protein. Majority of essential amino acids were found in concentrations higher

than those stipulated by FAO, with the exception of lisin and tryptophan.

Keywords: Arthrospira (Spirulina) platensis, desalinator wastewater, aminogram
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1 INTRODUCAO

A cianoficea Arthrospira (Spirulina) platensis é produzida comercialmente devido a seu
alto valor nutricional, servindo como fonte de nutrientes para alimentos e ragdes, além de
compostos para a industria farmacéutica (ZENG e VONSHAK, 1998; OLIVEIRA et al., 1999;
PELIZER et al., 2002; XUE et al., 2002). Constitui a maior fonte de vitamina B;, conhecida,
além do alto contetido protéico (ESTRADA et al., 2001; DUARTE FILHO et al., 2002).
Apresenta efeitos imuno promotores, como aumento na funcdo dos macréfagos, além de
atividade antioxidante in vitro e in vivo (XUE et al., 2002). Além disso, devido a falta de
celulose na parede celular, sua assimilagdo pelo organismo ¢ de 85-95% (BABADZHANOV et
al., 2004). Também ¢ utilizada em aqiiicultura servindo de alimento para peixes, crustaceos,
moluscos ¢ bivalves (OLIVEIRA et al., 1999). Ainda, é aplicada em tecnologias ambientais,
sendo utilizada em tratamento de rejeitos e na agricultura (OLIVEIRA et al., 1999; PELIZER et
al., 2002). Naturalmente, ¢ encontrada em regides tropicais em lagos alcalinos (pH 11,0) com
altas concentracdes salinas e de bicarbonatos (RICHMOND, 1990; VONSHAK, 1996; COZZA ¢
COSTA, 2000; RICHMOND, 2004). Estas condigdes limitantes para outros microrganismos

possibilitam que esta microalga possa ser cultivada em reatores abertos (PELIZER et al., 2002).

O semi-arido nordestino do Brasil ocupa uma area aproximada de 900.000 Km’. Esta
area, também conhecida como Poligono das Secas, estd compreendida dentro da isoieta de 800
mm. Na tentativa de minimizar o problema e estabelecer alternativas, o governo tem incentivado
o uso de captagdo de aguas subterraneas. Entretanto os aqiiiferos desta regido apresentam altos
indices de salinidade, o que torna obrigatorio o uso de dessalinizadores. Porém, estes processos
geram residuos com alta concentragdo salina e grande impacto ambiental. O objetivo do presente
trabalho foi cultivar Arthrospira platensis neste rejeito e em meio de cultivo salinizado,

avaliando-se o perfil de aminoacidos e o teor protéico das células.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo e condicdes de cultivo
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A cepa de Arthrospira platensis utilizada neste trabalho foi cedida pelo Laboratoério de
Bioquimica do Departamento de Quimica da Fundagdo Universidade Federal do Rio Grande —
FURG/RS, a qual foi mantida em meio de cultura Paoletti, citado por Ferraz et al. (1985), com
modificacdes, apresentando a seguinte composicio (g.L™): 0,92 NaCl; 1,88 Na,SOy; 0,50
K;HPO4; 8,89 Na,COs; 15,15 NaHCO;3; 0,05 CaCl,.2H,0; 2,57 KNOs; 0,25 MgS04.7H,0; 1,0
mL.L"! de solucao de micronutrientes (2,86 H;BOs; 1,54 MnSO4.H,;0; 0,22 ZnSO4.7H,0; 0,39
NaMo04.2H,0; 0,079 CuSO, . 5H,0 ¢ 0,038 CoCl,.6H,O) e 1,0 mL.L" de solucao de Fe-EDTA
(29,8 EDTA-Nay; 24,9 FeS04.7H,0).

2.2 Meios de cultura

Foram utilizadas trés distintas formula¢des de meios de cultura, sendo o meio Paoletti
utilizado como controle. O segundo meio de cultura, agua salinizada, foi produzido adicionando-
se 1,0 g.L"' de NaCl ao meio Paoletti basico e no terceiro meio substituiu-se a 4gua destilada por
rejeito de dessalinizador, além de reduzir em 50% a concentragdo de todos os constituintes do
Paoletti. Para o preparo deste meio de cultura, apds a solubilizacdo dos componentes no rejeito
de dessalinizador, este foi centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos, sendo descartado o
precipitado. O rejeito do dessalinizador foi proveniente do Laboratério de Referéncia em
Dessalinizagdo, Campina Grande/PB, apresentando a seguinte composi¢do basica, determinada

conforme a United States Environmental Protection Agency (USEPA):

Unidades Resultado (mg.L™")
Bicarbonatos 0,00
Calcio 585,00
Carbonatos 38,10
Cloreto 4.340,04
Fosfato <0,05
Magnésio 433,00
Nitrato 779,27
Potassio 101,50
Sodio 1.245,00
Sulfato 919,65

O pH de todos meios de cultura foi ajustado a 9,4+0,2.
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2.3 Preparo do inoculo

Foram realizados cultivos prévios, por sete dias, de Arthrospira platensis em todos os
meios de cultura para a sua adaptacdao. As microalgas foram cultivadas em fotobiorreatores de 4
litros, com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, iluminagao provida por lampadas fluorescentes
de 40 W, com intensidade luminosa de 140 yumol.m™.s™” e temperatura constante de 30+1°C. O
in6culo inicial em cada meio de cultura foi de 10% (v/v), com concentracao celular entre 80-100
mg.L". Estes foram provenientes de cultivos prévios em fase exponencial de crescimento. A

agitacdo dos meios de cultura foi realizada por insuflagdao constante de ar atmosférico.
2.4 Avaliacio do crescimento

A cada 72 horas foram realizadas leituras em espectrofotometro a 560 nm com base nas
equacdes de reta: y=—0,4404x2+2,3763x—0,0438 (Paoletti), y=0,281 1X2+1,925X—0,0128 (agua
salinizada) e y=0,6135x2+1,1365x-0,0013 (rejeito de dessalinizador), em fun¢do das curvas de
crescimento pré-estabelecidas. O experimento foi encerrado a partir do declinio no crescimento
celular. Ao término do cultivo, procedeu-se a filtragao (filtro de acetato de celulose 0,45 um) e a

biomassa umida, liofilizada e armazenada em freezer. Também se determinou a produtividade.
2.5 Determinacao do pH

As determinagdes de pH foram realizadas a cada 72 horas, através da leitura direta de

uma aliquota da amostra, com o auxilio de potencidmetro.

2.6 Teor protéico e aminograma

A determinagdo de proteinas totais ocorreu pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1990). O
perfil de amino4acidos seguiu as orientagdes de White et al. (1986) e a determinacdo do triptofano

foi segundo Spies (1967). Para tanto foi utilizado a técnica de HPLC.
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2.7 Analise estatistica

Os resultados das anélises foram submetidos a Analise de Varidncia (ANOVA) com um

nivel de significancia de 95% (p < 0,05) para verificar a existéncia de diferencas significativas.

Para tanto foi utilizado o programa Statistica™ (versio 6.0).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do meio de cultura no crescimento

A Figura 1 apresenta o crescimento de Arthrospira platensis ao longo do periodo de

cultivo nos diferentes meios de cultura.
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Figura 1: Curva de crescimento de Arthrospira platensis nos diferentes meios de cultura,

valores médios de quatro repeticdes (PA: meio de cultura Paoletti; AS: 4gua salinizada e RD:

rejeito de dessalinizador).
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Pode-se observar que, apesar da concentragdo celular do indculo inicial em todos os
meios ser praticamente a mesma, a partir do 9° dia ocorre um incremento do crescimento no
meio de cultivo contendo o rejeito de dessalinizador. Este se torna bastante evidente no 23° dia,
onde a concentragdo celular atingiu 4,954 gL' (91,49% superior ao observado no controle -
Paoletti). Observa-se também uma producao intermediaria de biomassa por parte do cultivo em
agua salinizada, que apresentou um crescimento mais acentuado a partir do 15° dia, obtendo uma
concentracio celular final de 3,545 g.L™' (37,03% superior ao controle). Os valores encontrados
para a concentracao celular madxima no meio Paoletti estdo proximos aos relatados por Oliveira
et al. (1999), de 2,4 g.L"!, porém sdo inferiores aos dados de Rafiqul et al. (2005), que ao utilizar
o meio Zarrouk, atingiu 2,7 g.L'1 no 20° dia de crescimento. No entanto, os valores obtidos

foram 49% superiores aos relatados por Pelizer et al. (2003), 1,3 g.L™.

Pela analise de varidancia (ANOVA) ¢ possivel comprovar que existem diferengas
significativas entre os tratamentos a um nivel de significancia de 95% (p=0,008722). Ao realizar
um estudo de comparacao entre eles, observa-se que ndo existe diferenca na concentracao celular
final entre a 4agua salinizada e o controle, assim como entre a agua salinizada e o rejeito de
dessalinizador. Porém existe diferenca significativa entre o controle e o rejeito de dessalinizador.
A produtividade final para o meio Paoletti foi de 0,109 g.L™, para a agua salinizada foi 0,150
gL e para o rejeito de dessalinizador foi de 0,210 g.L"'. Nota-se que a produtividade do rejeito
de dessalinizador foi 92,9% superior a do Paoletti. O pH dos cultivos variou de 9,6 a 10,5 no

Paoletti, de 9,6 a 10,6 na agua salinizada e de 9,4 a 10,2 no rejeito de dessalinizador.

3.2 Efeito do meio de cultura no teor protéico e de aminoacidos

As algas cultivadas no meio com agua salinizada apresentaram um teor de proteina total
de 48,59% do peso seco, enquanto que aquelas cultivadas com o rejeito de dessalinizador
apresentaram 56,17%. Verificaram-se, estatisticamente, diferencas significativas entre estes
dados (p=0,001661). Apesar de Richmond (1990) comentar que os valores de proteina total
variem de 46-50% do peso seco em A. platensis, os obtidos com o rejeito de dessalinizador sdo
inferiores aos de Oliveira et al. (1999), com 64,35%. Ja Pelizer et al. (2003), em um estudo com
diferentes concentragdes de indculo inicial, obtiveram de 55,0-61,0%. No entanto, esses valores

estdo proximos aos encontrados por Rafiqul et al. (2005), com 58,6%, que cultivou a microalga
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em meio Zarrouk. Zeng e Vonshak (1998) comentam que células sob condicdes de estresse,
entre eles o salino, possuem menor capacidade de sintese protéica, podendo-se desta forma
explicar as baixas concentragdes de proteinas encontradas tanto no meio de agua salinizada
quanto no rejeito. Além disso, uma das formas de adaptacdo ao estresse salino seria o aumento

no metabolismo de carboidratos (ZENG ¢ VONSHAK, 1998).

Dentre os aminoacidos estudados, apenas quatro foram responsaveis por 39,33% (rejeito
de dessalinizador) e 40,34% (4gua salinizada) da concentracdo total de aminoacidos (Tabela 1).
No rejeito de dessalinizador estes foram: leucina, alanina, glutamina e histidina. J4 na agua
salinizada, ocorre uma mudanga de alanina para asparagina. Por outro lado, o triptofano foi o
aminoacido encontrado em menor quantidade, correspondendo por 0,082 e 0,060 g/100g de

proteina no rejeito e na agua salinizada, respectivamente.

Tabela 1: Aminoécidos totais de Arthrospira platensis, em g/100g de proteina

Agua

Aminodcidos | Richmond® | 2 Rejeitode | g\ whO
salinizada | dessalinizador

Isoleucina * 6,70 5,71 6,49 2,80

Leucina * 9,80 9,26 10,17 6,60

Valina 7,10 6,45 6,54 3,50

Lisina * 4,80 4,42 4,99 5,80

Fenilalanina * 5,30 4,45 5,16 6.30

Tirosina 5,30 5,26 5,69 ’

Metionina * 2,50 2,05 2,16 750

Cisteina 0,90 0,59 0,57 ’

Triptofano 0,30 0,06 0,08 1,10

Treonina * 6,20 4,65 5,31 3,40

Histidina * 2,20 9,17 10,41 1,90

Alanina * 9,50 8,51 9,27

Arginina * 7,30 7,09 8,00

Asparagina * 11,80 9,86 3,90

Glutamina * 10,30 13,40 9,47

Glicina * 5,70 1,10 2,98

Prolina * 4,20 3,33 3,75

Serina * 5,10 4,59 5,00

Legenda: - Richmond (2004)

® _ Recomendagdes para criangas na idade de 2-5 anos, segundo FAO/WHO (apud
ROMAN e SGARBIERI, 2005)

*existem diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos agua salinizada e
rejeito de dessalinizador (p<0,05)
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Comparando-se as concentragdes aminoacidicas encontradas com as de Grinstead et al.
(2000), verifica-se que todos os aminoacidos encontram-se em concentragdes mais elevadas do
que as publicadas por estes autores. As unicas excec¢des sdo o triptofano, cuja concentracio foi
de 0,6%, e a cisteina, 0,7%. Pode-se observar pela tabela, que 57,60% da concentragdo de
aminoacidos em biomassa cultivada no rejeito de dessalinizador corresponde a aminoacidos
essenciais, sendo esta concentracdo de 52,10% na biomassa cultivada em agua salinizada. Os
dados para o rejeito sdo proximos aos reportados por Babadzhanov et al. (2004), cuja biomassa
de A. platensis produziu proteinas compostas em 60% por aminodcidos essenciais. Ainda com
relagdo aos aminoacidos essenciais, nota-se que estes atingem os limites minimos requeridos
pela FAO. Vale ressaltar os valores obtidos para histidina, que superam em 483% (agua
salinizada) e 548% (rejeito de dessalinizador) os requerimentos da FAO. Os dois unicos
aminodcidos que ndo atingem os limites minimos sao lisina e triptofano. Estes dados conflitam
com os de Danesi et al. (2002), que afirma que dentre todos os aminoacidos de A4. platensis

apenas a metionina encontra-se abaixo dos niveis recomendados pela FAO.

Apesar da lisina suprir 76% (4gua salinizada) e 86% (rejeito de dessalinizador) dos
requerimentos da FAO, a maior deficiéncia encontra-se com o triptofano que atinge apenas
5,45% e 7,45%, na agua salinizada e rejeito de dessalinizador, respectivamente. Deve-se
observar que os indices de triptofano para A. platensis geralmente ndo sdo elevados, sendo que
Campanella et al. (1999) encontrou apenas uma concentragao de 0,139-0,144 g/100g de proteina.
Apesar do teor de proteina total ter sido superior no rejeito, a concentragdo de aminoacidos foi de
46,09 g/100g de biomassa seca enquanto que na agua salinizada foi de 47,57 g/100g de biomassa
seca. No entanto, analisando-se o perfil de aminoécidos, nota-se que a biomassa proveniente de
cultivo em 4gua salinizada apresenta maiores concentragdes principalmente nos aminoacidos nao
essenciais, como asparagina e glutamina. Ainda, pode-se observar que apenas os aminoacidos
valina, tirosina, cisteina e triptofano nao apresentaram diferengas estatisticas entre os dois

tratamentos.

Com base nos dados obtidos, pode-se afirmar que o cultivo de 4. platensis em rejeito de
dessalinizador produz uma elevada biomassa (4,954 g.L')). Além disso, possui apenas dois
aminodcidos essenciais, lisina e triptofano, abaixo dos requeridos pela FAO. Portanto, o cultivo é

possivel neste meio. Outros estudos podem ser voltados para cultivos em larga escala.
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Uso de rejeito de dessalinizador para o cultivo de Arthrospira (Spirulina) platensis: perfil de

acidos graxos
RESUMO

Na regido nordeste do Brasil, devido a salinizagdo dos aqiiiferos, existe a necessidade da
utilizagdo de processos de dessalinizagdo. No entanto, estes processos geram residuos com alta
concentragdo salina, com significativo impacto ambiental. Neste trabalho objetivou-se o cultivo
de Arthrospira platensis em trés meios de cultivo diferentes: meio Paoletti (controle), meio
Paoletti suplementado com 1,0 gL de NaCl (4gua salinizada) e rejeito de dessalizador. As
microalgas foram cultivadas sob condi¢des laboratoriais controladas, em fotobiorreatores de 4
litros, 30°C, ilumina¢io de 140 pmol.m™s”, 12 horas periodo claro/escuro e insuflagio
constante de ar atmosférico. Foi verificado o efeito dos diferentes meios na concentragao celular,
produtividade, velocidade especifica de crescimento, teor total de lipidios e perfil de acidos
graxos. A maior concentracdo celular, bem como a maior produtividade maxima foram
encontradas no rejeito de dessalinizador, 4,954 gL' e 0,225 g.L"'. Com relagdo aos lipidios
totais, encontraram-se teores de 4,54% no rejeito de dessalinizador e 4,69% na agua salinizada.
No tocante aos acidos graxos, houve alto indice de &cidos graxos saturados em ambos os
tratamentos. No caso do acido y-linolénico, encontrou-se 13,09% e 11,95%, no rejeito de

dessalinizador e 4gua salinizada, respectivamente.

Palavras-chave: Arthrospira (Spirulina) platensis, rejeito de dessalinizagdo, acidos graxos
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Use of desalinator wastewater for cultivation of Arthrospira (Spirulina) platensis: fatty acids

profile

ABSTRACT

The need of desalination processes in northeastern Brazil is due to salination of water sources.
However, these processes produce residues with high saline concentration and significant
environmental impact. This work aimed to cultivate Arthrospira platensis in three different
media: Paoletti medium (control), Paoletti medium added of 1.0 g.L"' of NaCl (salinated water)
and desalinator wastewater. Microalgae were cultivated under controlled conditions, in 4 L
Erlenmeyer flasks, at 30°C, photoperiod of 12 hours light/dark provided by fluorescent lamps at
an intensity of 140 umol.m™.s™ and constant bubbling air. Effect of different media on cell
concentration, yield, total content of lipids and fatty acids profile was verified. Higher cell
concentrations, as well as higher productivity/yield were observed in desalinator wastewater:
4.954 g L and 0.225 g.L".day’, respectively. Concerning to total lipids, contents of 4.54 % and
4.69 % were observed in desalinator wastewater and salinated water, respectively. High levels of
saturated fatty acids were observed in both treatments. Concerning to y-linolenic acid, contents

0f 13.09 % and 11.95 % were found in desalinator wastewater and salinated water, respectively.

Keywords: Arthrospira (Spirulina) platensis, desalinator wastewater, fatty acids
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1 INTRODUCAO

Vastas dreas do semi-arido nordestino brasileiro sofrem com o problema cronico das
baixas precipitacdes pluviométricas e das secas periddicas, somados a ocorréncia freqiiente de
elevados niveis de salinizagao dos seus mananciais (Monteiro e Pinheiro, 2004). Atualmente
procura-se minimizar este problema com a captacdo de aguas subterrdneas e conseqiiente
dessalinizacdo por osmose reversa. Entretanto, a retrolavagem das membranas produz um rejeito
altamente salinizado cujo destino ¢ problematico, pois é disposto, normalmente, em lagoas de
decantacdo ou mesmo ao ar livre. Assim, o presente trabalho pretende aproveitar este residuo

para compor meio de crescimento para Arthrospira platensis.

A producdo de alimentos e compostos de interesse a partir de microalgas em sistemas nao
convencionais apresenta muitas vantagens, uma vez que permite elevados niveis de producao,
operando em condi¢des controladas e com baixo risco de contaminagdo. Mundialmente,
Arthrospira platensis é produzida para a obtencdo de proteina, carotenodides, vitaminas, minerais
e de acidos graxos poliinsaturados (PUFA), principalmente o acido graxo y-linolénico (Quoc e
Dubacq, 1997; Xue et al., 2002; Hongsthong et al., 2003). Também constitui a maior fonte de
vitamina B, conhecida (Estrada et al., 2001; Duarte Filho et al., 2002). Apresenta ainda
compostos de interesse farmacéutico, possuindo efeitos imunopromotores, como aumento na
funcao dos macréfagos, além de atividade antioxidante in vitro e in vivo (Xue et al., 2002). Além
disso, devido a falta de celulose na parede celular, sua assimilagdo pelo organismo ¢ de 85-95%

(Babadzhanov et al., 2004).

A significancia terapéutica dos PUFA's -3 e ®-6 tem sido recentemente indicada por
estudos clinicos e epidemioldgicos (Medina et al., 1998; Renaud et al., 2002; Kroes et al., 2003;
Wen e Chen, 2003). Estudos, principalmente com o acido y-linolénico, sugerem efeitos como
reducdo do colesterol sangiiineo, protecdo contra alguns tipos de cancer, melhora no sistema
imunolégico, reducao de hiperlipidemia e obesidade, além de inibi¢do parcial da replicagdo do
virus HIV-1 (Jiménez et al., 2003). Estas descobertas levaram a um grande interesse no
desenvolvimento comercial de processos para produgdo e extracdo destes lipidios. Os PUFA’s
podem ser obtidos de fontes animais e vegetais, sendo os 6leos de pescado sua fonte principal.

Porém, os o6leos de pescado apresentam produgdo inferior a demanda, além de cheiro
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desagradavel, contaminagao por metais pesados, presenga de colesterol, produtividade varidvel e
perfil complexo de acidos graxos (Medina et al., 1998; Renaud et al., 2002; Kroes et al., 2003;
Wen e Chen, 2003). Por outro lado, PUFA’s extraidos a partir de microalgas, e de outros
microrganismos, ndo possuem estas desvantagens e, a presenca de um perfil de acidos graxos
mais simples facilita a purificagdo (Medina et al., 1998; Zittelli et al., 1999; Wen e Chen, 2003).
No entanto, o conteudo de PUFA das microalgas ndo ¢ dependente apenas da espécie, mas
também de fatores relacionados as condigdes do cultivo (Volkman et al., 1989; Medina et al.,

1998), razao deste trabalho.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo e condic¢des de cultivo

A cepa de Arthrospira platensis utilizada neste trabalho foi cedida pelo Laboratorio de
Bioquimica do Departamento de Quimica da Fundagdo Universidade Federal do Rio Grande —
FURG/RS, a qual foi mantida em meio de cultura Paoletti, citado por Ferraz et al. (1985), com
modificacdes, apresentando a seguinte composicio (g.L™'): 0,92 NaCl; 1,88 Na,SOy; 0,50
K,HPO4; 8,89 Na,COs; 15,15 NaHCOs; 0,05 CaCl,.2H,0; 2,57 KNOs; 0,25 MgS04.7H,0; 1,0
mL.L" de solucao de micronutrientes (2,86 H;BOs; 1,54 MnSO4.H,;0; 0,22 ZnSO4.7H,0; 0,39
NaMo00,4.2H,0; 0,079 CuSO4 . SH,0 ¢ 0,038 CoCl,.6H,0) e 1,0 mL.L" de solucdo de Fe-EDTA
(29,8 EDTA-Nay; 24,9 FeS04.7H,0).

2.2 Meios de cultura

Foram utilizadas trés distintas formula¢des de meios de cultura, sendo o meio Paoletti
utilizado como controle. O segundo meio de cultura, agua salinizada, foi produzido adicionando-
se 1,0 g.L"' de NaCl ao meio Paoletti basico e no terceiro meio substituiu-se a 4gua destilada por
rejeito de dessalinizador, além de reduzir em 50% a concentragdo de todos os constituintes do
Paoletti. Para o preparo deste meio de cultura, apds a solubilizacdo dos componentes no rejeito
de dessalinizador, este foi centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos, sendo descartado o

precipitado. O rejeito do dessalinizador foi proveniente do Laboratério de Referéncia em
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Dessalinizagdo, Campina Grande/PB, apresentando a seguinte composi¢ao basica, determinada

conforme a United States Environmental Protection Agency (USEPA):

Unidades Resultado (mg.L™")
Bicarbonatos 0,00
Calcio 585,00
Carbonatos 38,10
Cloreto 4340,04
Fosfato <0,05
Magnésio 433,00
Nitrato 779,27
Potassio 101,50
Sodio 1245,00
Sulfato 919,65

O pH de todos meios de cultura foi ajustado a 9,4+0,2.
2.3 Preparo do indéculo

Foram realizados cultivos prévios, por sete dias, de Arthrospira platensis em todos os
meios de cultura para a sua adaptacdao. As microalgas foram cultivadas em fotobiorreatores de 4
litros, com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, iluminagdo provida por lampadas fluorescentes
de 40 W, com intensidade luminosa de 140 pmol.m™s” e temperatura constante de 30+1°C. O
inéculo inicial em cada meio de cultura foi de 10% (v/v), com concentracdo celular entre 80-100
mg.L". Estes foram provenientes de cultivos prévios em fase exponencial de crescimento. A

agitacdo dos meios de cultura foi realizada por insuflacdo constante de ar atmosférico.
2.4 Avaliacio do crescimento

A cada 72 horas foram realizadas leituras em espectrofotometro a 560 nm com base nas
equacdes de reta: y=—0,4404x2+2,3763x—0,0438 (Paoletti), y=0,281 1X2+1,925X—0,0128 (agua
salinizada) e y=0,6135x2+1,1365x-0,0013 (rejeito de dessalinizador), em fun¢do das curvas de
crescimento pré-estabelecidas. O experimento foi encerrado a partir do declinio no crescimento
celular. Ao término do cultivo, procedeu-se a filtragao (filtro de acetato de celulose 0,45 um) e a
biomassa Umida, liofilizada e armazenada em freezer. Também se determinou a velocidade

especifica de crescimento e a produtividade.
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2.5 Determinagio do pH

As determinagdes de pH foram realizadas a cada 72 horas, através da leitura direta de

uma aliquota da amostra, com o auxilio de potencidmetro.

2.6 Teor lipidico e perfil de acidos graxos

A extragdo dos lipidios totais da biomassa foi de acordo com o método de Bligh e Dyer
(1959) e a metilacao dos acidos graxos foi conforme Hartman e Lago (1976). A composi¢ao dos

acidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa.

2.7 Analise estatistica

Os resultados das anélises foram submetidos a Analise de Varidncia (ANOVA) com um
nivel de significancia de 95% (p < 0,05) para verificar a existéncia de diferencas significativas.

Para tanto foi utilizado o programa Statistica™ (versdo 6.0).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do meio de cultura no crescimento

Todas as concentragdes celulares maximas foram obtidas no 23° dia: 2,587 g.L™' no meio
Paoletti; 3,545 g.L'1 na agua salinizada; e 4,954 g.L'l no rejeito de dessalinizador. Assim, os
valores obtidos no rejeito e na agua salinizada foram, respectivamente, 91,49% e 37,03%
superiores ao observado no controle. Os valores encontrados para a concentragdo celular maxima
no meio Paoletti estio proximos aos relatados por Oliveira et al. (1999), de 2,4 g.L"!, porém sdo
inferiores aos dados de Rafiqul et al. (2005), que ao utilizar o meio Zarrouk, atingiu 2,7 g.L"' no
20° dia de crescimento. No entanto, os valores obtidos foram 49% superiores aos relatados por
Pelizer et al. (2003), 1,3 gL', ocorrendo diferencas significativas entre os tratamentos
(p=0,008722). Essas diferencas encontram-se entre o controle e o rejeito de dessalinizador.
Quanto as velocidades especificas méximas de crescimento, os dados obtidos foram: 0,393 dia™

no Paoletti, 0,324 dia' na dgua salinizada e 0,244 dia’ no rejeito de dessalinizador.
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Estatisticamente ndo houveram diferencas significativas entre os tratamentos. A Figura 1 mostra

a produtividade nos diferentes tratamentos, em relagdo ao primeiro dia.
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Figura 1: Produtividade, em g.L"', da microalga Arthrospira platensis ao longo do tempo,
valores médios de quatro repeticdes (PA: meio de cultura Paoletti; AS: dgua salinizada; RD:

rejeito de dessalinizador).

Pode-se observar na Figura 1 que, apesar da microalga cultivada no rejeito de
dessalinizador ter iniciado com produtividades inferior a dos demais tratamentos, a partir do 10°
dia j4 se apresenta superior, atingindo o maximo no 20° dia (0,225 g.L™"). Os valores maximos
encontrados nos outros dois tratamentos foram 0,148 g.L".dia™ no Paoletti (6° dia) e 0,165 g.L"!
na agua salinizada (9° dia), ocorrendo diferencas significativas entre os tratamentos
(p=0,044603), sendo esta encontrada entre o controle e o rejeito de dessalinizador. Com relagdo
ao meio composto por agua salinizada, este ndo apresentou diferengas quando comparado aos
outros dois tratamentos. Com base nos dados de Oliveira ef al. (1999), observa-se que apenas a
microalga cultivada em rejeito de dessalinizador obteve indices de produtividade superiores aos
reportados (0,175 g.L™"). Porém os dados obtidos sdo muito inferiores aos encontrados por

Travieso et al. (2001), que ao cultivar 4. platensis em meio BG 11, alcangou produtividades
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maximas de 0,400 g.L'l. O pH dos cultivos variou de 9,6 a 10,5 no Paoletti, de 9,6 a 10,6 na agua

salinizada e de 9,4 a 10,2 no rejeito de dessalinizador.

3.2 Efeito do meio de cultura no teor lipidico e perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos das biomassas encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢ao de acidos graxos dos lipidios totais para cada meio de cultura (%).

Acido graxo Paoletti” Rejeito Agua salinizada
C4:0 nd nd
C6:0 nd nd
C8:0 nd nd
C10:0 nd 0,38
C11:0 nd 9,40
C12:0 * 36,11 15,35
C14:0 nd 0,50
Cl4:1 nd 1,99
C16:0 30,38 1,26 1,00
Cl6:1 3,39 nd 0,98
C17:0 * 17,29 12,63
Cl17:1 0,80 0,54
C18:0 * 2,76 0,97 12,19
Cl18:1c 20,92 5,62 5,06
C18:1t * 8,67 0,54
C18:2c 8,69 12,34 11,49
C18:2t nd 2,14
C18:3y 13,65 13,09 11,95
C18:3 nd 0,42
C20:0 nd 2,01
C20:1 nd 0,57
C20:2 nd 0,75
C20:3 nd nd
C20:5 nd nd
C22:0 1,11 0,48
C22:1 0,60 0,61
C22:6 nd 6,65
C24:0 0,95 0,85
C24:1 nd 0,33
NI 1,87 1,17
Legenda: * — Oliveira et al. (1999) t — acido graxo trans

nd — ndo detectado

*existem diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos
agua salinizada e rejeito de dessalinizador (p<0,05)

NI - total de ndo identificados
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Com relacdo ao teor total de lipidios, este foi de 4,54% na biomassa cultivada no rejeito
de dessalinizador e 4,69% na cultivada em agua salinizada. Estatisticamente, estes valores nao
apresentam diferencas significativas (p>0,05), encontrando-se dentro dos valores descritos por
Richmond (1990). Porém estdo abaixo dos detectados por Oliveira et al. (1999), 6,96%, bem
como daqueles reportados por Xue et al. (2002), 6,38%, e Tokusoglu e Unal (2003), que
variaram de 7,09 a 8,03%.

Foram detectados 12 acidos graxos nas amostras provenientes do cultivo em rejeito de
dessalinizador. Por outro lado nas células desenvolvidas no meio salinizado detectou-se um total
de 24 acidos graxos. Os acidos graxos encontrados em maiores propor¢des nas biomassas de
ambos os cultivos foram o C12:0 e C17:0. Em conjunto, estes representam 53,40% e 27,98% do
total de acidos graxos do rejeito e da agua salinizada, respectivamente, sendo estes valores
estatisticamente diferentes. A presenca do acido graxo C17:0 em A. platensis foi reportada por
Xue et al. (2002) e por Babadzhanov et al. (2004), porém com concentragdes de 0,1% e 1,2%,
respectivamente. Miihling et al. (2005) ao estudarem 40 cepas diferentes de A. platensis
verificaram que apenas 16 delas ndo possuiam o acido graxo C17:0 em seus perfis, indicando
certa variabilidade entre elas. Ainda, encontram-se diferencas estatisticamente significativas nos

seguintes acidos graxos: C18:0 e C18:1t.

A presenga de acido vy-linolénico nas amostras situou-se em 13,09% (rejeito de
dessalinizador) e 11,95% (4gua salinizada), dados proximos aos encontrados por Oliveira et al.
(1999). Porém, estes sdo inferiores aos encontrados por Deshnium et al. (2000), que ao
cultivarem A. platensis em meio Zarrouk a 35°C, encontraram concentragdes de 20%, mesmo
valor reportado por Xue et al. (2002) ao analisar Arthrospira desidratada. No entanto, Tokusoglu
e Unal (2003) obtiveram valores que variam entre 3,64 a 5,52%, ao cultivarem Arthrospira em

meio Conwey em 20°C.

A presenca de C22:6 ocorreu apenas na biomassa cultivada na dgua salinizada. Langdon
e Onal (1999), bem como Tadesse et al. (2003), ao pesquisarem biomassa de Arthrospira
platensis, ndo encontraram este acido graxo. Ja Tokusoglu e Unal (2003) encontraram valores
entre 2,30 a 3,51% do total de lipidios. A Figura 2 apresenta as proporc¢des de acidos graxos

saturados e insaturados nas amostras.
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Figura 2: Propor¢ao de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, em % do

total de lipidios, em Arthrospira platensis (AS: agua salinizada; RD: rejeito de dessalinizador).

Nota-se uma alta propor¢do de 4acidos graxos saturados em ambas as amostras,
perfazendo um total de 57,69% no rejeito de dessalinizador e 54,79% na agua salinizada. A
presenca de acidos graxos saturados e monoinsaturados foi maior na biomassa cultivada em
rejeito de dessalinizador, enquanto que na d4gua salinizada foi maior a presenga de
poliinsaturados. Isto pode ser devido a presenga de C18:2t, C18:3 (a-linolénico), C20:2 e C22:6
(DHA), que foram encontrados apenas na biomassa proveniente do cultivo em dgua salinizada.
Ao observarem-se os dados de Tokusoglu e Unal (2003), percebe-se uma melhor distribui¢io
dos acidos graxos dentro das trés diferentes classes. Estes autores obtiveram de 36,40 a 39,29%

de monoinsaturados, 34,09 a 35,89% de saturados e de 22,30 a 25,12% de poliinsaturados.

Estas varia¢des no perfil de acidos graxos encontradas entre os autores € mesmo entre as
amostras analisadas podem ser explicadas pelas diferentes condi¢des de cultivo ou por alguma
situagdo estressante a qual a microalga foi exposta. Walsh et al. (1997) citam alteragcdes nos
perfis de 4cidos graxos de microalgas, com o aumento da concentracdo de acidos graxos

saturados, quando sujeitas a estresse luminoso.
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Os dados obtidos indicam a viabilidade do cultivo de A. platensis em rejeito de
dessalinizador. Além de produzir grande quantidade de biomassa neste meio, também apresentou
niveis de lipidios dentro dos esperados para esta espécie. A presenca de maiores concentragdes
de acidos graxos saturados e menores de y-linolénico pode ser devida as condigdes do cultivo. A
utilizacao desta microalga em rejeito de dessalinizador em cultivos de grande escala deve ser

pesquisada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando as condi¢des as quais Arthrospira platensis foi submetida neste trabalho,
os meios de cultura Paoletti (controle), agua salinizada e rejeito de dessalinizador, mostraram-se

aptos para o cultivo desta microalga.

Analisando-se os dados de concentragdo celular maxima e produtividade maxima, o
rejeito de dessalinizador demonstrou melhores resultados do que os demais tratamentos,
apresentando, respectivamente, 4,954 gL' (91,49% superior ao controle) e 0,225 g.L™. Estes

dados indicam a viabilidade do uso deste para a produg@o de biomassa de A. platensis.

O maior teor protéico encontrado foi em biomassa proveniente do rejeito (56,17%).
Apesar da concentracdo de aminoacidos ter sido menor do que a encontrada na agua salinizada,
46,09 g/100g e 47,57 g/100g, respectivamente, o conteudo dos aminoécidos essenciais encontra-

se acima dos limites requeridos pela FAO, com excecao da lisina e triptofano.

O teor de lipidios, 4,69%, e o numero de acidos graxos encontrados no perfil, 24, foram
maiores na agua salinizada. Ambas as amostras apresentaram altos niveis de 4cidos graxos
saturados, 57,69% no rejeito de dessalinizador e 54,79% na 4gua salinizada. Com relagdo ao
acido graxo y-linolénico, este foi encontrado em concentragdes inferiores as esperadas, 13,09% e

11,95%, no rejeito de dessalinizador e na dgua salinizada, respectivamente.

Apesar das menores concentragdes em aminoacidos e acidos graxos encontradas no

rejeito de dessalinizador, deve-se levar em consideragdo sua maior producao de biomassa.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar o comportamento de Arthrospira platensis em condigdes ndao controladas, bem

como em escalas maiores, objetivando a aplicagdo no nordeste brasileiro.

Verificar a viabilidade economica do cultivo de 4. platensis em rejeito de dessalinizador

suplementado com Paoletti e outras formulacdes de nutrientes.

Determinar as composi¢des de carboidratos, cinzas, vitaminas e acidos nucléicos da

biomassa produzida em rejeito de dessalinizador.

Realizar estudos nutricionais e toxicoldgicos com a biomassa produzida no rejeito de

dessalinizador.
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Anexo 1 — Curvas de calibracio de Arthrospira platensis
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Esquema de elaboragdo da curva de calibragdo. Foram retirados 50 mL do cultivo e
realizadas dilui¢des conforme exposto acima. De cada frasco foi determinada a absorbancia, a
560 nm. Concomitantemente, foram retirados 10 mL (em triplicata) para a determinacdo do peso
seco (105°C até peso constante). Com base nestes dados, foram confeccionadas as curvas de
calibragao.

10 mL de cultivo
+
40 mL meio
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Curva de calibragao de Arthrospira platensis no meio de cultura Paoletti (controle).
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Curva de calibragdo de Arthrospira platensis no meio de cultura Paoletti suplementado com 1,0
gL de NaCl (4gua salinizada).

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis



Anexos 69

1,2
R2 =0,9989

1,1

1,0
0,6135x* + 1,1365x - 0,0013

y:

0,1

Polinémio (RD)

—
o

¢ RD

N

1,6

T
N».
—

1,8 1

I T T T T
- O O 0N < o N (=}
N — ~ - ~ o

0,1

T
N».
o

0,6
0,5 -
0,3 -

T T
(&) N~
o o

~
~

1,0
0,8

q---
o

Curva de calibragdo de Arthrospira platensis no meio de cultura com o rejeito de dessalinizador,
suplementado com 50% da concentracao dos sais do meio Paoletti.
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Anexo 2 — Fluxograma do projeto

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis



Anexos 71
In6culo d - Controle (Paolleti)
noctio de : - Meio Paolleti + 1,0 g.L”! de NaCl
: : Meios de cultura €10 F'ao Vg
Arthrospira platensis - Rejeito de dessalinizador + 50%

A

y

Fotobiorreatores
(4L, 30°C)

A

Crescimento

de Paoletti

A

y

Cultivo

exponencial

em fase

A

Filtragao

y

Biomassa umida

A

y

Liofi

lizacao

A

y

Saponificacdo
(obtencao de

¢ esterificagao
metil-ésteres)

- - Concentragao celular
Aliquotas _pH

A 4

Determinagao de proteina
total e aminograma

Cromatografia gasosa
(perfil de acidos graxos)

Utilizagdo de rejeito de dessalinizador como meio de cultura alternativo para cultivo de
Arthrospira (Spirulina) platensis



