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Resumo

Espécies pertencentes ao género Spirulina estdo entre os microrganismos fotossintéticos de maior importancia
comercial. Este trabalho teve como objetivo avaliar o cultivo da Spirulina platensis e Spirulina maxima com
substituicdo parcial de meio sintético por meio de cultura de baixo custo RM (residuo de malte de cevada)
bem como extrair compostos bioativos aplicaveis a inddstria de alimentos. Foram avaliados os pardmetros de
crescimento, composi¢do da biomassa, concentragdes de proteinas, carboidratos, lipidios, acidos graxos, extracdo de
ficocianina, polissacarideos e monossacarideos. Os cultivos utilizando RM na concentragdo de 50% obtiveram
crescimento equivalente ao controle. O teor de clorofila foi superior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no
meio controle. Os teores de ficocianina foram superiores para Spirulina platensis. Os maiores teores proteicos
foram encontrados para Spirulina platensis (55,99 100g™) seguida da Spirulina maxima (53,3g 100g™?) cultivadas em
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RM. Os 4acidos polinsaturados linoleico e alfa-linolénico apresentaram percentuais mais elevados nas cepas cultivadas
em RM. O teor de PUFA foi maior nos cultivos em meio RM, variando de 57 a 59%. A extracao de polissacarideos
com agua quente/ultrassom apresentou maiores valores nas duas espécies cultivadas em meio RM variando
de 8,3 a 11,2%. O teor de exopolissacarideos destacou-se no cultivo com meio RM (191 a 193mg-L™!) para ambas as
espécies. Os resultados obtidos evidenciam que a utilizacdo de residuo de malte como substituto parcial ao meio
controle é adequada como meio alternativo para o cultivo das Spirulinas platensis e maxima. Além disso, destaca-se o
potencial de seus compostos bioativos para a inddstria de alimentos.

Palavras-chave: Microrganismos; Fotossintéticos; Residuo; Cultivo.

Abstract

Species belonging to the genus Spirulina are among the most commercially important photosynthetic microorganisms.
This work aimed to evaluate the cultivation of Spirulina platensis and Spirulina maxima with partial replacement of
synthetic medium by RM (barley malt residue) as well as to extract bioactive compounds applicable to the food
industry. Growth parameters, biomass composition, concentrations of proteins, carbohydrates, lipids, fatty acids,
phycocyanin extraction, polysaccharides and monosaccharides were evaluated. The cultures using RM at a
concentration of 50% obtained growth equivalent to the control. The chlorophyll content was higher for the two
Spirulina species grown in the control medium. Phycocyanin levels were higher for Spirulina platensis. The highest
protein contents were found for Spirulina platensis (55.99 100g-1) followed by Spirulina maxima (53.3g 100g-1)
cultivated in RM. The polyunsaturated linoleic and alpha-linolenic acids showed higher percentages in the strains
cultivated in MR. The PUFA content was higher in cultures in RM medium, ranging from 57 to 59%. The extraction
of polysaccharides with hot water/ultrasound showed higher values in the two species grown in RM medium, ranging
from 8.3 to 11.2%. The content of exopolysaccharides was highlighted in the culture with RM medium (191 to
193mg-L-1) for both species. The results show that the use of malt residue as a partial substitute for the control
medium is suitable as an alternative medium for the cultivation of Spirulinas platensis and maxima. In addition, the
potential of its bioactive compounds for the food industry is highlighted.

Keywords: Photosynthetic; Microorganisms; Residue; Cultivation.

Resumen

Las especies pertenecientes al género Spirulina se encuentran entre los microorganismos fotosintéticos de mayor
importancia comercial. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el cultivo de Spirulina platensis y Spirulina maxima
con reemplazo parcial de medio sintético por medio de cultivo RM (barley malt residuo) de bajo costo, asi como
extraer compuestos bioactivos aplicables a la industria alimentaria. Se evaluaron pardmetros de crecimiento,
composicién de la biomasa, concentraciones de proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos, extraccion de
ficocianinas, polisacaridos y monosacaridos. Los cultivos que utilizaron RM a una concentracion del 50% obtuvieron
un crecimiento equivalente al control. El contenido de clorofila fue mayor para las dos especies de Spirulina
cultivadas en el medio de control. Los niveles de ficocianina fueron mas altos para Spirulina platensis. Los mayores
contenidos de proteina se encontraron para Spirulina platensis (55,99 100g-1) seguida de Spirulina maxima (53,39
100g-1) cultivada en RM. Los &cidos poliinsaturados linoleico y alfa-linolénico presentaron mayores porcentajes en
las cepas cultivadas en MR. El contenido de PUFA fue mayor en los cultivos en medio RM, variando del 57 al 59%.
La extraccion de polisacaridos con agua caliente/ultrasonido mostré valores superiores en las dos especies cultivadas
en medio RM, variando de 8,3 a 11,2%. Se destacé el contenido de exopolisacéridos en el cultivo con medio RM (191
a193mg-L-1) para ambas especies. Los resultados muestran que el uso de residuos de malta como sustituto parcial del
medio control es adecuado como medio alternativo para el cultivo de Spirulinas platensis y maxima. Ademas, se
destaca el potencial de sus compuestos bioactivos para la industria alimentaria.

Palabras clave: Microorganismos; Fotosintéticos; Residuo; Cultivo.

1. Introducgéo

Na indastria de alimentos, ha uma demanda crescente por varios componentes de a¢do natural, como pigmentos,

proteinas e vitaminas, a fim de substituir as contrapartes sintéticas e aumentar o valor nutricional dos produtos alimenticios
(Shabana et al., 2017).

Além de exigir produtos com alto valor nutricional e beneficios a saide, os consumidores estdo buscando cada vez

mais ingredientes e/ou produtos mais naturais (Vigani et al., 2015). As microalgas sdo excelentes fontes naturais de compostos

bioativos altamente valiosos e se tornaram as mais promissoras e inovadoras fontes de novos alimentos e produtos funcionais

no século XXI (Matos et al., 2017). O mercado global de produtos derivados de microalgas, usados especialmente para

nutracéuticos, suplementos alimentares e de ragao, registram uma taxa de crescimento anual de 5,8% no periodo 2017-2026,

onde espera-se atingir mais de 53 bilhdes de dolares (Credence Research, 2018).
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O género Spirulina (Arthrospira) representa entre as microalgas de maior importancia comercial. E responsavel por
mais de 30% da biomassa produzida globalmente devido a alta concentracéo proteica (até 60%) e ao conteldo de pigmentos
(carotenoides, ficocianinas, clorofila), acidos graxos insaturados (&cido linoleico e acido gama-linolénico GLA),
polissacarideos e antioxidantes. Além disso, sua morfologia celular facilita recuperacéo de biomassa, 0 que contribui para a
reducdo de custos do processo (Abd El Baky et al., 2015; Patil et al. 2015; Ye et al., 2018). Baseada na sua composicao
quimica a Spirulina tem sido chamada de super alimento (Mishra et al., 2014). Sendo considerada uma microalga de facil
digestibilidade (Triveti et al., 2015).

Diferentes espécies do género Spirulina sdo consumidas em todo o mundo, sendo a Spirulina maxima e Spirulina
platensis as mais utilizadas em virtude dos seus beneficios a salde (Ghaeni; Roomiani, 2016). Sdo amplamente
comercializadas como nutracéuticos em diversos paises como Austréalia, China, Coréia do Sul, Malésia, Cingapura, Taiwan,
EUA, Holanda, Espanha, Portugal, Franca, Dinamarca, Japdo e ainda alguns paises da Africa (Raja et al., 2016; Raja et al.,
2018).

Devido a sua ampla utilizacdo na nutrigdo humana e animal (Asghari et al., 2016), a Food and Drug Administration
(FDA) concedeu Certificagdo GRAS (Generally Recognized as Safe) para Spirulina e teve seu consumo autorizado como
alimento desde 2003 (Kumar et al., 2018; Enzing et al., 2014). Desde entdo, a biomassa ou 0s compostos bioativos da Spirulina
vem sendo incorporados na elaboragdo de diversos alimentos como em massas (Fradinho et al., 2020), pdes (Khemiri et al.,
2020), iogurtes (Patel et al., 2019), barras nutricionais (Kumar et al., 2018) e ainda bebidas isotbnicas, cereais, sopas
instantaneas, pudim, mistura para bolo em p6 (Vaz, 2016). Ressalta-se também sua aplicagdo como um suplemento dietético
(Ye et al., 2018), alem da extracdo de compostos bioativos que podem ser utilizados em diferentes formas, como liquidos,
concentrados, extratos, p6 ou flocos (Raja et al, 2018), e dessa forma, incrementar nutricionalmente e/ou tecnologicamente o
produto final gerando o agregado.

Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o cultivo da Spirulina platensis e da Spirulina méxima com substituicao
parcial de meio sintético por meio de cultura de baixo custo (residuo de malte), bem como extrair compostos bioativos com

possiveis aplicagBes a industria de alimentos.

2. Metodologia

2.1 Cultivo de espécies em condigdes controladas

A Spirulina platensis e a Spirulina méxima foram obtidas da Cole¢do de Microalgas do Laboratério de Ambientes
Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB). As cepas foram cultivadas em meio alternativo preparado a partir
do extrato de biocomposto do residuo de malte de cevada (RM). O residuo de malte foi fornecido por uma cervejaria artesanal
(Turmalina), localizada no municipio de Cabedelo — PB. No LARBIM/UFPB foi realizado a compostagem do malte de cevada
e posteriormente a preparacdo do extrato. A cada litro de agua destilada foi utilizado 10 mL de extrato com adigdo de nitrato e
fosfato.

As microalgas selecionadas foram cultivadas inicialmente em baldes de vidro de 250 mL com 150 mL de meio de
cultura preparado com residuo de malte (RM) nas concentracfes de 100%, 50% e 25%. Como controle © utilizou-se 0 meio
Zarrouk no qual também foi usado como diluente nas duas Ultimas concentra¢cdes de RM. Os cultivos foram realizados em
triplicatas em camara climatizada (25 + 1°C), com iluminacdo fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz-do-dia (150
umol.fotons.m2.s-1) e fotoperiodo de 12 horas. A concentracdo de partida para o cultivo das microalgas selecionadas foi de
2x10* células mL™.

Apos a selegdo da concentragdo do meio de cultivo mais adequado. O cultivo foi realizado em bancada em balBes de

6L contendo 5L de meio. O crescimento das culturas foi acompanhado através da fluorescéncia “in vivo” (Turner Design
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Fluorometer). Os seguintes pardmetros de crescimento foram determinados: velocidade de crescimento (k), expressa como o
nimero de divisbes celulares por dia (Stein 1973), duracdo do cultivo (em dias), rendimento final de biomassa e a

produtividade de biomassa (PB) por dia.

2.2 Anélises da biomassa

Foram feitas determinacBes (em triplicata) de: proteinas, seguindo Lowry et al. (1951); carboidratos, seguindo
Kochert (1978); lipidios totais, seguindo Bligh e Dyer (1959); Umidade e cinzas de acordo com AOAC (2016); O perfil de
acidos graxos das espécies foram determinados usando cromatografia a gas, descrita por Menezes et al. (2013) e os ésteres
metilicos foram expressos em percentuais (%). Clorofila a, b e carotenoides totais seguindo 0 método de Sumanta et al. (2014);
Hlaing et al. (2019). A extracéo da ficocianina foi determinada por llter et al. (2018), com modifica¢gbes. E a pureza
da ficocianina foi realizada através da metodologia de Chentir et al. (2018), com modificacdes. A extracdo de
polissacarideo foi realizada através de quatro metodologias diferentes descritas por Yu et al. (2019). A extra¢do da
proteina residual do polissacarideo foi realizado pelo método SEVAGE (Wu et al., 2017). Os exopolissacarideos

foram extraidos por de De Jesus Raposo et al. (2015).

2.3 Andlises estatisticas

Os dados da composi¢do quimica das microalgas foram analisados primeiramente com relacdo & homocedasticidade
das variancias pelo teste de Levene. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia univariada (ANOVA), seguida de
comparacBes multiplas do teste HSD Tukey (p<0,05) (Statsoft, 2001).

3. Resultados e Discussao
Os cultivos tiveram duracdo de 13 dias e mostraram diferencas nas respostas de crescimento entre as espécies. Os
maiores crescimentos foram registrados na Spirulina platensis e na Spirulina maxima na concentragdo de 50% de RM com

valores equivalentes ao controle (Figura 1).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249

Research, Society and Development, v. 11, n. 16, e451111638249, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.38249

Figura 1 - Curvas de crescimento obtidas para os cultivos das microalgas estudadas. Valores médios das medidas da

fluorescéncia in vivo de cada amostra.
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Fonte: Autores.

Os valores de rendimento de biomassa (Tabela 1) mostraram diferenca significativa entre 0s ensaios
variando de 511 a 503 mg.L(S. platensis e S. maxima, respectivamente). Evidenciando que esse meio alternativo apresenta
potencialidade para o cultivo de algumas espécies de microalgas como a Spirulina sp. j& que obteve uma quantidade

consideravel de biomassa seca.

Tabela 1 - Pardmetros de crescimento e produtividade das microalgas estudadas nos meios controle e RM.

Cultivos Biomassa PB K g:ﬁi)a ¢ Duragao o_Ia fase
mg.L* (mg.L1.dia?) padrio) Log (dias)
S. platensis- C 5108+ 1 39,2 0,69 7
S.platensis-RM 511241 39,3 0,71 7
S. méxima - C 504°+1 38,7 0,54 6
S.méaxima- RM 503°+1 38,6 0,49 6

Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente (p >0,05). Fonte: Autores.

As duas espécies testadas mostraram variagdes na cinética de crescimento, os melhores desempenhos foram para os
cultivos da Spirulina platensis cultivadas em meio alternativo com valores que néo diferiram significativamente para biomassa
(511 mg.L) em relagdo ao controle. As duas espécies ainda apresentaram altos valores de k (0,49-0,69). Vale salientar que
0 crescimento e a producdo de biomassa de Spirulina sp. dependem da disponibilidade de nutrientes, pH, luz e
temperatura. A composi¢do do meio e seus custos sdo fatores desafiadores para o cultivo em larga escala viavel de
microalgas (Soni et al.,2019).

Nos dois experimentos com a utilizacdo do meio alternativo ndo houve diferenca significativa em relacéo ao controle,
corroborando com varios estudos utilizando meios alternativos para ao cultivo da Spirulina sp. e obtendo crescimento
satisfatorio. Como dos Santos et al. (2016), mostraram respostas de crescimento efetivos com o uso da vinhaga, assim como,
Salla et al. (2016), com proteina do soro de leite e ainda Michael et al. (2019), formularam um meio econdmico com utilizacao
de fertilizantes comerciais em substituicdo parcial do meio Zarrouk. et al., (2020), utilizaram agua mineral natural Vinh Hao

para diminuir o custo do meio Zarrouk em cultivos com Spirulina platensis.
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3.1Anédlises quimicas da biomassa

A Tabela 2 demonstra os teores de Carotenoides, Clorofila a, b e total na Spirulina platensis e na Spirulina
maxima utilizando meio controle e meio com RM. O teor de clorofila foi superior para as duas espécies de Spirulina (8,5-8,7
mg g*) quando foram cultivadas no meio controle. Valores similares aos encontrados por outros estudos quando cultivaram a
Spirulina sp. no meio Zarrouk (Nouri et al., 2018; Celekli et al., 2016).

Tabela 2 - Clorofila a, b e total e Carotendides na Spirulina platensis e na Spirulina maxima no meio controle e no meio com
RM.

) Clorofilaa Clorofila b Clorofila total Carotenoides
Cultivos 1
(mg g?) (mg g°) (mg g?) (mg g?)
S. platensis- Controle 5,28+0,2 3,5%+0,1 8,7¢10,1 3,28+0,1
S.platensis- RM 2°40,1 2°+0 45+0,2 2,5°+0,1
S. méaxima- Controle 4,8"+0,05 3,7%40,1 8,52+0,3 3,2240,1
S.maxima- RM 2,1°40,1 1,8°+0,2 3,9°+0,2 2,1°+0,1

Nas colunas, letras iguais ndo tem diferenca significativa (p>0,05) Teste de Tukey. Fonte: Autores.

A clorofila € um dos pigmentos dominantes na Spirulina sp. que desempenham um papel importante papel
na captura da luz como elemento crucial para a fotossintese Esse pigmento pode ser utilizado pela industria de alimentos
como corante verde natural para substituir a coloragdo artificial (Munawaroh et al., 2019).

O teor de carotenoides (Tabela 2) foi superior quando as duas espécies estudadas foram cultivadas em meio
controle (3,2 mg g*'). Corroborando com Marzorati et al. (2020), que obtiveram 3,4 mg g de carotenoides da
Spirulina platensis cultivada no meio Zarrouk.

Estudos demonstraram que a suplementagdo da Spirulina sp. na dieta de codornas e frangos levaram ao
aumento dos niveis de carotenoides e consequentemente o aumento da coloracdo da gema que é um fator primordial
para o consumidor e também para industria de alimentos que preferem gemas com a colora¢do mais escuras (Roza
et al.,2018; Zahroojian et al., 2013). J& Alavi e Golmakani (2017), adicionaram biomassa da Spirulina sp. em 6leo

de oliva e constataram que a presenca de carotendides e do contetdo de clorofila retardaram a oxidacdo do azeite.

Tabela 3 - Rendimento das Ficobiliproteinas na Spirulina platensis e na Spirulina maxima no controle e no meio com RM.

Ultrassom Turrac
D9C D9RM D8C D8RM DoC D9RM D8C D8RM
CPC 71,2A¢+1 2 69ABCd+] 678%+1 2,1¢+0,1 | 73,8741 5 72,47240,5 71,6°8+05 3,7¢¢+0,2
APC  11,5%+05 9,48¢+0,5  9,7B°+0,6 0,3%+0,1 | 13,3%2+0,5 12,7A8+0,6 12Aab4+1 0,884+0,1
PE 3,2A0c+0 3 3,370+0,2  2,65¢+0,1 0,2¢+0,1 | 4,3%3+0,1 3,8Aa+0 2 2,4B4+0 4 0,4%¢+0,1
PBP 85,9A°+0,7 828+0,7 79,3%+0,3 2,629+0,7 | 91,2A%+0,3 88,98°+0,9 86,3°+0,5 4,95+0.6

Nas linhas letras mailsculas comparacdo entre as espécies e um método de extracdo. Nas linhas letras mindsculas comparagdo
entre as espécies e os dois métodos de extragdo APC- Aloficocianina, CPC- Concentragdo de ficocianina, PE-ficoeritrina; PBP-
Ficobiliproteina. Fonte: Autores.

As ficobiliproteinas (PBP) sdo compostas por C-ficocianina (CPC), aloficocianina (APC) e fitoeritrina (PE).
A Tabela 3 demonstra a extracdo de ficobiliproteinas em termos de rendimento e indice de pureza sob diferentes
condicdes de extracdo. Entre as ficobiliproteinas, a C-ficocianina (CPC) foi o componente majoridrio em todos os
experimentos. Os resultados mostraram que a concentracdo de CPC, APC, PE e PBP estavam na faixa de 2,1 a 72,4;
0,3a13,3;0,2a4,3; 2,6 a91,2 (mg/) respectivamente.
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Os teores de ficocianina foram mais elevados independente do método de extracdo para Spirulina platensis
no meio controle (73,8 mg g!) e no meio RM (72,4 mg g'!) ndo possuindo diferenca significativa entre os dois.
Valores similares foram encontrados por llter et al. (2018), com 74,7 mg g™t e por Prates et al. (2018) com 83,7 mg
g* de ficocianina da Spirulina platensis em meio Zarrouk. Vale salientar que vdrios estudos tém utilizado
eficientemente meios alternativos para producdo de ficocianina como residuos de alimentos de restaurantes ou
padarias (Sloth et al., 2017), &gua residual do cultivo de camardo (Sandeep et al., 2015), extratos de broto de feijao
(Dianursanti et al., 2018) extratos de conchas de ostras e solo (Jung et al., 2014). Evidenciando a eficiéncia dos meios
alternativos ja que o crescimento e a produgdo de ficocianina de Spirulina platensis sdo altamente dependentes da
disponibilidade de nutrientes no meio de cultura (Amanatin et al., 2013). Comprovando a eficacia da utilizagdo do
residuo de malte como meio alternativo ja que os resultados do presente estudo obtiveram altos teores de
ficocianina quando cultivaram as espécies de Spirulina sp.

A extracdo de ficocianina tém sido o foco por muitos anos, resultando em diversas estratégias que levam a
resultados diferentes (Cevallos & Ortega, 2016; Song et al., 2013; Tavanandi et al., 2018; Chia et al., 2019). No
presente estudo pdde-se constatar que o rendimento através da extracdo do Turrac foi superior para maioria dos
experimentos para extracdo de ficocianina, podendo afirmar que é um método eficiente de ruptura celular de
Spirulina sp.para obtencéo da ficocianina.

No tocante ao indice de pureza, observou-se que em todos os experimentos o resultado ficou acima de 0,7
apos ser realizada a purificacdo. Resultado este adequado ao uso em alimentos (Antelo et al., 2015, Giroy et al., 2017).
Geralmente um alto teor de pureza requer técnicas de purificagdo com alto custo como sulfato de am6nio (lzadi e Fazilati
2018), sistemas aquosos bifasicos (Ruiz et al. 2018), porém essas técnicas podem levar também a uma perda significativa da
substancia. Enfatizando assim a eficiéncia do uso da membrana de didlise utilizada no presente estudo como metodologia de
purificagdo. Brido et al. (2020), também demonstraram que quando utilizaram uma etapa de diafiltracdo obtiveram uma pureza
maior de grau alimenticio para a ficocianina extraida da Spirulina platensis.

Apesar da diédlise ndo ser freqlientemente adotada na literatura, no entanto, apresenta muitas vantagens em
comparacdo com outros métodos de purificacdo em termos de economia de custos, fator primordial para industria
(Janoschka et al., 2015).

O indice de pureza é altamente influenciado por varios fatores, como propor¢do de biomassa / liquido,
métodos de secagem de biomassa, métodos de extragdo, temperatura de extracdo, pH, tipo e concentracdo da
extracdo (Chentir et al., 2018). Diferentes autores avaliaram a purificacdo da ficocianina da Spirulina sp. cultivada
em meios alternativos como Leema et al. (2010), obteve 0,78 quando cultivaram a Spirulina platensis em agua do
mar. Chentir et al. (2018), cultivaram a Spirulina platensis em meio Zarrouk e obtiveram 0,77.

Considerando que a extracdo de ficocianina é um tecnologia simples e de baixo custo, € de particular
interesse investigar sua usabilidade em um contexto industrial e aplicado para usa-lo como alimento funcional ou
aditivos alimentares (Chen et al., 2017). As ficobiliproteinas podem ser usadas na producdo de fermentados
laticinios, sorvetes, refrigerantes, decoragdo de bolos doces, leite shakes, et (Sonani et al., 2016). Extratos de
ficocianina de Spirulina platensis foram introduzidos no cozimento de biscoitos para aumentar o teor de fibras e
proteinas (Singh et al., 2015).
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Tabela 4 - Composigdo quimica da Spirulina platensis e da Spirulina maxima nos meios de cultivo Controle e RM.

Cultivo Carboidratos Proteina Lipidios
(g 100 g™ (9 100g™) (9 100g™)
S.platensis — Controle 15+ 0,2 50,1°#0,1  12¢+0,1
S.platensis- RM 16,92+ 0,1 55,9%+0,9 13,92+ 0,8
S.méaxima- Controle 12,8¢+0,2 49,8°+0,7 13,92 +0,7
S.méxima — RM 17,22+ 0,7 53,3°+0,3 12,3%¢+0,5

Fonte: Autores.

Os teores de proteinas, carboidratos e lipidios das microalgas estudadas estdo expressos na Tabela 4. Os teores de
proteina determinados nas microalgas estudadas foram consideravelmente altos nas duas espécies de Spirulina cultivadas no
meio alternativo com Spirulina platensis (55,9 g 100 g*) seguida da Spirulina maxima (53,3 g 100 g*) os valores encontrados
no meio controle apesar de mais baixos se encontram dentro da média esperada pelo género que é de 50 a 70% de proteina
dessa microalga (Manirafasha et al., 2016). Michael et al. (2019), obtiveram 65% de proteina cultivando em meio
Zarrouk, ja em um meio otimizado com menos reagentes registraram 52% de proteina.

A fracéo proteica na Spirulina sp. é reconhecida por sua excelente composi¢do em termos de aminoacidos
essenciais (Garcia et al., 2012) Além disso, quando comparado com fontes tradicionais de proteinas, como carne ou
soja, a biomassa de microalgas tem as vantagens de um rapido crescimento celular, custos de cultura reduzidos e
falta de concorréncia com outros tipos de producdo de alimentos. Dessa forma, o uso de Spirulina sp. como fonte
de proteina para a dieta humana é uma alternativa sustentdvel que pode ser usada para satisfazer a crescente
demanda mundial. As proteinas da Spirulina sp. ainda podem ser aplicadas na formulagdo de alimentos produtos
sob a forma de emulsdes, espumas ou ainda gel (Zhang et al., 2018; Benelhadj et al., 2016).

Vale salientar ainda que a OMS o designou a Spirulina sp. como "Alimento do Futuro” por causa de seu alto teor de
proteinas e rapido crescimento.Além disso,também é chamado de "super alimento™ ou "alimento maravilhoso" e varios estudos
cientificos publicados revelam como ele estimula o sistema imunoldgico e melhora a sade.E aprovado na RUssia como
'‘Alimento medicinal para o tratamento de efeitos induzidos por radiagcdo, enquanto a NASA o considerava um "melhor
alimento"para viagens espaciais, pois sua pequena quantidade contém uma variedade de nutrientes (Sinha et al., 2018).

O teor de carboidratos de todos os cultivos se manteve dentro da média esperada para a Spirulina sp. As
duas espécies de Spirulina sp. demonstraram um aumento da producdo de carboidrato quando cultivada em meio
com RM em relacdo ao meio controle. Quando cultivada em meio controle as espécies de Spirulina tiveram o teor
de carboidrato de 13-14 g 100 g*. Salla et al. (2016), utilizaram o mesmo meio controle e cultivaram a Spirulina sp.
e obtiveram 14,94% de carboidrato.

Outros estudos com utilizacdo de meios alternativos como agua salobra (Duarte et al., 2020) obtiveram
aumento no teor de carboidrato quando comparada com o controle. Demonstrando que o residuo de malte pode ser
utilizado como meio alternativo para a Spirulina sp. podendo utilizar sua biomassa para extracdo de compostos
bioativos como polissacarideos, exopolissacarideos e outros, ou ainda suplementacdo humana e animal.

Os carboidratos produzidos pelas microalgas servem como um componente estrutural nas paredes celulares
e como um componente de armazenamento dentro da célula (Markou et al., 2012).

O teor de lipidios das espécies de Spirulina variou de 12 a 13,9 g 100 g* em meio RM e o controle.
Resultado superior ao encontrado por Pohndorf et al. (2016), que cultivaram a Spirulina sp. e obtiveram 5,8% de lipidio.

O oleo de microalgas ainda pode ser uma alternativa vidvel ao 6leo de peixe j& que o vegano ndo consome

esse produto e o cheiro desagradavel produzido a partir de dleo de peixe ndo é adequado para ser usado como
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ingrediente alimentar (Tang et al., 2020). E o mercado estimado de 6leos a partir de microalgas pode chegar a US
$ 898,7 milhdes em 2025 (Hu, 2019).

A Spirulina platensis apresentou um total de 60 mg/g de ésteres totais no meio controle e no meio RM 62mg/g. Ja a
Spirulina maxima apresentou 55mg/g no controle e no meio RM 52 mg/g de ésteres totais. Ocorre uma diversificagdo dos
acidos graxos no que se refere as variacdes do comprimento das cadeias, geralmente entre quatorze e vinte e quatro carbonos, e
ainda nos teores de insaturacées (Figura 2).

Figura 2 - Perfil de acidos graxos da Spirulina platensis e da Spirulina maxima cultivada no meio controle e no meio RM.

40,0
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Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Autores.

Entre os acidos graxos, o acido palmitico (C16:0) predominou em todos 0s ensaios, com concentra¢des variando de 29
a 34%. Sendo o maior percentual encontrado na Spirulina maxima cultivada no meio controle. Resultados similares foram
encontrados por Tai et al. (2016), 37,5% e por Hadyanto et al. (2018), 34,6 % cultivando a Spirulina sp.

Entre os &cidos graxos monoinsaturados, os teores dos &cidos oleico (C18:1 w9- ¢) também esteve presente em todas
as espécies e condigdes de cultivo, porém foram superiores nas espécies quando cultivadas em meio Controle com
concentra¢des variando de 29 a 30%.

No que concerne aos acidos polinsaturados, o acido linoleico (C18:2w6-c) e acido alfa-linolénico (c18:3 w3), os
resultados nas condicBes de cultivo com RM mostraram sempre os maiores teores, indicando melhor efetividade com esse
meio alternativo na producgdo destes dois tipos de &cidos graxos. Vale ressaltar que o acido alfa-linolénico é um dos acidos
graxos essenciais usados no tratamento de distarbios do sistema nervoso, artrite reumatoide, (Navarini et al., 2017). e diabetes
(Nunez et al., 2019).

O teor de PUFA foi maior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no meio RM variando de 57 a 59%. Hultberg
et al. (2017), obtiveram concentra¢des maiores de &cidos graxos insaturados na biomassa produzida com o meio a
base de efluentes para Spirulina sp. Matos (2017); Paliwal et al. (2017), afirmam que a quantidade dos PUFAs varia com a
espécie e condicdes de cultivo e ainda que esta intimamente relacionada a composi¢do quimica do meio de cultivo.

Vale salientar que as biomassas da Spirulina maxima e da Spirulina platensis investigadas no presente
estudo podem ser utilizadas na suplementacdo alimentar por possuir acidos graxos de alto valor, principalmente as

espécies quando foram cultivadas no meio RM. Estudos sugeriram a adicdo da Spirulina sp. em massas
9
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(Mostolizadeh et al., 2017), na suplementacdo alimentar de trutas (Roohani et al., 2019), de codornas (Boiago et al.,
2019), e frangos (Bonos et al., 2016), podendo ser uma estratégia eficiente para introduzir os compostos hioativos e
assim produzir produtos funcionais ja que a demanda do consumidor por alimentos saudaveis cresce cada vez mais
e consequentemente a da inddstria de alimentos.

O contetdo de polissacarideos da Spirulina platensis e maxima cultivada no meio controle e no meio RM (tabela 5)
variaram de 2,1 a 11,2 % nos diferentes tipos de extracdo. Variaces na composicdo de polissacarideos sdo influenciadas por
condicBes de cultivo, localizacbes geogréaficas, época e técnicas de colheita e metodologias de extracdo. A estrutura quimica
dos polissacarideos determina suas atividades fisicas, quimicas, bioquimicas e bioldgicas (de Jesus Raposo et al., 2015). O
potencial biotecnolégico dos polissacarideos tem atraindo cada vez mais atencdo principalmente da inddstria

alimenticia. Contudo, faz-se necessarias pesquisas a respeito da extracdo desse composto (Kadam et al., 2013).

Tabela 5 - Teor de Polissacarideos obtido através de diferentes métodos extracdes nas biomassas no da Spirulina platensis e da
Spirulina maxima cultivada no meio controle e RM.

Extracoes (%)
Cultivos Ext alcalina Agua quente Ultrassom Agua quente/ultrassom
Spirulina platensis- C 8,2¢2+0,2 2,68<+0,1 680+0,2 8,6C2 0
Spirulina platensis- RM 10,2A4240,2 2,0ABc+( 2 7Ab+0 10,284+0,3
Spirulina maxima- C 8,78210,1 2,169+0,2 5,3¢¢+0,1 8,3¢0+0,1
Spirulina méxima- RM 10,1A5+0,2 3,2A040,2 6,58:¢+0,3 11,2A2+0,2

Letras mailsculas- diferenca entre as colunas. Letras mindsculas- diferenga entre as linhas. Colunas e linhas seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Autoria prépria.

Tecnologias de extracdo estdo atraindo interesse das industrias por causa de suas vantagens (maior
rendimento, menor tempo de tratamento e menor custo) em comparagdo a técnicas convencionais de extracdo por
solvente (Khanra et al., 2018). Das extra¢Ges realizadas no presente trabalho evidencia-se que a extracdo com agua
quente/ultrassom foi a que apresentou maiores valores nas duas espécies de Spirulina cultivadas em meio RM
variando de 8,3 a 11,2 %. Esses dados indicam que o cultivo da Spirulina sp. em meio RM mostrou-se promissor. J& que a
Spirulina sp. é uma das cepas mais estudadas para extracdo de polissacarideo (Phélippé et al., 2019). Levando a
necessidade de cada vez mais pesquisas voltadas para a utilizacdo de meios alternativos para assim diminuir os custos com o
cultivo que ainda s@o um dos principais entraves para o cultivo em larga escala desses microrganismos.

As atividades do polissacarideo de Spirulina sp. variam com a forma e estrutura existentes e, portanto, seu
método de extragdo desempenha papel significativo suas atividades (Dananjaya et al., 2020). A extracdo desse
composto se faz cada vez mais importante ja que possuem acdo antitumoral, antioxidante, radioprotetor, regulador

imunolégico, antimicrobiano, e atividades anti-inflamatérias (Kurd & Samavati, 2015).
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Figura 3 - Composicao quimica dos polissacarideos em diferentes métodos de extragdes.
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Fonte: Autores.

Os valores de carboidratos obtidos nos polissacarideos extraidos a partir de diferentes métodos (Figura 3) variando de
55 a 63%. Constratando com Rajasekar et al. (2019), que registraram 38,7 % de carboidratos do polissacarideo extraido da
Spirulina platensis.

As amostras analisadas mostraram que o menor teor de proteinas foi obtido na extracdo agua/ultrassom e isso se deu
devido a metodologia utilizar o método SEVAGE que retira a proteina remanescente do polissacarideo. Diferente de Rajasekar
et al. (2019), que obtiveram 21,3 % de proteina de Spirulina platensis e ndo utilizaram método algum para retirar a proteina.

A diversidade evolutiva das microalgas envolve uma enorme complexidade em termos de presenca, composicdo, e
organizacdo molecular de biopolimeros estruturais diantes disso, 0s polissacarideos obtidos a partir de microalgas possuem
potencial para serem usados como espessantes na indudstria de alimentos. Para ter sucesso ao introduzir esses polissacarideos
como novos hidrocol6ides alimentares, a caracterizacdo e funcionalidade devem ser direcionadas para polissacarideos obtidos
a partir da individualidade da cepa. Conhecimentos fundamentais sobre a composicéo de polissacarideo pode ajudar a prever a
funcionalidade de extratos especificos de polissacarideos (Bernaerts et al., 2019).

Figura 4 - Teor de Exopolissacarideos nas biomassas da Spirulina platensis e da Spirulina maxima cultivada no meio controle
e RM.
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Fonte: Autores.

As microalgas sdo produtoras significativas de exopolissacarideos que variam de 0,5g-La 20g-L*(Markou; Nerantzis,
2013). Os resultados desses compostos registrados nessa pesquisa foram maiores no cultivo com meio RM (191 a 193 mg- L)

para as duas espécies de Spirulina (Figura 4). Evidenciando a possibilidade das espécies desse género serem utilizadas para
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producdo de exopolissacarideos a partir do cultivo em meio com RM. Estes achados demonstraram que EPS produzidos sdo
influenciadas por muitos fatores, como espécie, linhagem, nutriente, condigao de cultivo (Zhang et al., 2016).

A utilizacdo do sobrenadante apés a colheita de Spirulina sp. é uma alternativa interessante para obter
bioprodutos de alto valor como os EPS reaproveitando o que seria descartado (de Jesus Raposo et al., 2015).

A coleta de cepas adequadas com alto rendimento e procedimentos de extracdo menos complexos podem
aumentar o mercado comercial de EPS no futuro préoximo. Nos alimentos, o EPS funciona com sucesso como

viscosificante agentes, estabilizadores, emulsificantes, gelificantes e agentes de ligacdo a agua (Singh et al., 2019).

4. Conclusao

Parametros de crescimento e composicdo nutricional das biomassas da Spirulina maxima e Spirulina
platensis obiveram resultados iguais ou superiores ao meio de cultura sintético. Os maiores teores proteicos foram
encontrados para Spirulina platensis seguida da Spirulina maxima cultivadas em meio com residuo de malte. No
que concerne aos &cidos polinsaturados, o &cido linoleico (C18:2w6-c) e &cido alfa-linolénico (c18:3 w3), o0s
resultados nas condic¢des de cultivo com RM mostraram maiores resultados quando comparados com o controle. O
teor de PUFA foi maior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no meio RM. Os rendimentos de
polissacarideos e exopolissacarideos foram superiores para as duas espécies de Spirulina quando cultivada no meio
RM. Diante dos resultados obtidos, podemos observar que o cultivo da Spirulina maxima e da Spirulina platensis
com meio alternativo utilizando o residuo de malte decorrente do processo cervejeiro tem potencial para obtencdo
de compostos de interesse. Podendo ser utilizadas em diversas aplicagfes voltadas para industria de alimentos. Que
vdo desde a introdu¢do da biomassa para enriquecimento proteico em um novo alimento até a utilizacdo de

polissacarideo e exopolissacarideos como hidrocol6ide na inddstria alimenticia.
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