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Resumo

PINHO, Miguel Angelo. Desenvolvimento de meio de cultura a base
de concentrado de dessalinizacdo para Arthrospira (Spirulina)
platensis. 2009. 79 p. Dissertagio (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos). Universidade Federal de Santa Catarina. Florianépolis —
SC.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um meio de cultura para
Arthrospira  (Spirulina) platensis a base de concentrado de
dessalinizacdo, estabelecendo um protocolo para tratamento prévio de
abrandamento do residuo e analisar o efeito de diferentes concentra¢des
e fontes de nutrientes adicionados ao meio de cultivo no crescimento
dessa microalga. Um estudo prévio demonstrou que sob dureza total de
1.000 mg de CaCO;.L™", apods abrandamento realizado através da adicdo
de carbonato de sédio (Na,COj;), ndo ocorreu precipitacdo dos nutrientes
adicionados posteriormente, sendo este valor adotado para a base do
meio de cultura. Uma vez que o concentrado de dessalinizacio utilizado
apresentou teor demasiadamente alto de dureza total (CaCO; acima de
5.000 mg.L'l), necessitando de concentra¢des muito altas de Na,CO;
para seu abrandamento, optou-se por reduzi-la primeiramente a 2.000
mg de CaCO3.L'1, utilizando-se 6,09 g de NaZCO3.L'1, seguida de uma
diluicdo a 50 %. O efeito da variacdo de nutrientes na producdo de
Arthrospira platensis foi estudado em ensaios realizados em uma base
composta de concentrado de dessalinizacdo previamente tratado
segundo 0 método acima descrito, suplementada com (g.L"): NaHCOs3,
15,15; Na,CO3, 8,89; KNOs3, 1,00; solucdo de micronutrientes, 1 mL; e
solucdo Fe-EDTA, 1 mL. Os nutrientes avaliados foram fosfato de
potassio dibasico (K,HPO,), sulfato de sdédio (Na,SO,) e uréia
(CO(NH,),. Seu efeito foi avaliado na biomassa produzida apés 12 dias
de cultivo em ensaios que aplicaram 5 concentra¢des diferentes desses
trés nutrientes. Através de metodologia de superficie de resposta
determinou-se que as maiores concentracdes de biomassa foram obtidas
adiclionando-se (g.L’l): K,HPO4, 0,752; NaySOy, 2,20; ¢ CO(NH»),, 0,57
gL

Palavras-chave: Arthrospira (Spirulina) platensis, meio de cultura,
concentrado de dessaliniza¢do, abrandamento.



Abstract

PINHO, Miguel Angelo. Development of a growth medium for
Arthrospira (Spirulina) platensis based on concentrated brackish
water from desalination plant. 2009. 79 p. Dissertation (Master in
Food Science). Federal University of Santa Catarina. Florian6polis —
SC.

The aim of this study was to develop a culture medium for Arthrospira
(Spirulina) platensis, obtained from the concentrated brackish water
from a desalination plant, defining a previous treatment for the softening
of the concentrated, and determining the effect of different nutrient
concentrations and sources of nutrients in the growth of this microalga.
A previous study determined that at the total hardness of 1,000 mg
CaCO;.L"', obtained by means of addition of sodium carbonate
(NayCO3), the nutrients that were added after this softening process
didn’t precipitate, thus this total hardness value was adopted to the
culture medium. Once the concentrated brine showed an extremely high
hardness value (CaCOj; above 5.000 mg.L'l), being necessary high
concentrations of NayCOj;, first it was softened until 2.000 mg of
CaCO;.L" by adding 6,09 g of Na,COs.L™", and then a dilution at 50 %.
The effect of the different concentrations of nutrients in the Arthrospira
platensis production was assessed in a culture basis previously softened
following the process described bellow, supplemented with (g.L™):
NaHCO;, 15,15; Na,COs3, 8,89; KNOs;, 1,00; micronutrients solution, 1
mL; and Fe-EDTA solution, 1 mL. The nutrients evaluated were
potassium phosphate dibasic (K,HPO,), sodium sulphate (Na,SO,4) and
urea (CO(NH,),). The effect was analyzed by measuring the biomass
obtained after 12 days in experiments that applied 5 different
concentrations of those 3 nutrients. A surface response methodology
showed that the highest concentrations of biomass were obtained
applying (g.L'l): KoHPOy, 0,752; Na,SOy, 2,20; ¢ CO(NH,),, 0,57 g.L'l.

Key-words: Arthrospira (Spirulina) platensis, culture medium,
desalination brackish concentrated, softening.
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INTRODUCAO

As tecnologias de dessalinl2izagdo sdo métodos alternativos para
obten¢do de dgua potdvel que surgiram para suprir o fornecimento as
regides que se encontram em escassez deste recurso, devido a
inviabilidade de implantacdo dos métodos tradicionais para este fim
(BREMERE et al., 2001). Esta modalidade de producdo de dgua potdvel
aumentou significativamente nas ultimas duas décadas com o
aperfeicoamento de suas técnicas, e representard uma das principais
fontes de recursos hidricos em um futuro préximo. Além de aplicada a
dgua dos oceanos, € crescente a pritica de dessalinizagdo de dguas
subterraneas continentais (MILLER, 2006).

Beltrdo et al. (2005) registraram no municipio de S3o Jodo do
Cariri a existéncia de 13 pontos de dgua, todos tubulares, sendo 5 pontos
de dgua em terrenos publicos e 8 em terrenos particulares, através do
Projeto Cadastro de Fontes de Abastecimento de dgua Subterranea —
Diagnéstico do Municipio de S3o Jodo do Cariri Estado da Paraiba.
Quanto ao destino da dgua captada dos pocos, 3 dos pontos cadastrados
destinam-se ao atendimento comunitario, 1 ao atendimento particular e 9
ndo tiveram o destino definido. Em relacdo ao uso da 4dgua, 18% dos
pontos cadastrados sdo destinados ao uso doméstico primdrio (dgua de
consumo humano para beber); 41% sao utilizados para o uso doméstico
secunddrio (4gua de consumo humano para uso geral); e 41% para
criagdo animal. H4 também dois pogos particulares e um publico, nio
instalados ou paralisados e, portanto, passiveis de entrar em
funcionamento, podendo vir a somar seus recursos aos nove pogos que
estdo em operagao.

Entretanto as atividades de dessalinizagdo estdo associadas a
védrias implicacdes ambientais, sendo o lancamento inadequado do
concentrado da dessalinizacio no meio ambiente a principal causa de
degradacdo das dreas adjacentes as plantas de dessaliniza¢do via osmose
inversa (ALAMEDDINE; FADEL, 2007). Quando despejada ao solo, as
propriedades deste sdo alteradas, principalmente em relacdo a sua
permeabilidade e aeragdo, afetando sua produtividade. Uma vez
absorvido pelo solo, este residuo pode acessar fontes de dagua
subterranea, aumentando ainda mais sua concentragdo de sais e dureza, e
contaminado-as com a alta concentracdo de reagentes quimicos
utilizados na fase de pré-tratamento da dessalinizacio (MOHAMED:;
MARAQA; AL HANDHALY, 2005). Portanto torna-se necessario a
introducdo de sistemas de tratamento ou reutilizacdo deste concentrado
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de modo a evitar impactos ambientais, para que a aplicacdo desta
tecnologia de obtenc¢do de dgua potdvel permaneca sustentdvel (QADIR
et al., 2007).

Mohamed; Maraqa; Al Handhaly (2005) citam vérias alternativas
para a reutilizacdo deste concentrado, dentre elas aplicacdes
biotecnoldgicas, onde este funcionaria como base para meio de cultura
para microalgas do género Arthrospira (Spirulina). Esta possibilidade
fundamenta-se na boa adaptacdo destes micro-organismos tanto a alta
salinidade e pH do concentrado, quanto as condi¢des ambientais das
regides onde a dessalinizacdo é empregada: geralmente zonas tropicais
ou subtropicais, com elevadas temperaturas e irradiag@o solar.

O interesse no desenvolvimento de tecnologias de produgdo em
massa deste gé€nero de microalga em especial é conseqiiéncia do alto
valor agregado da sua biomassa, cuja composicao quimica € constituida
de vérios elementos com aplicacdes na inddstria alimenticia e
farmacéutica (RAOOF; KAUSHIK; REINHER 2006). A producdo em
larga escala atual é baseada principalmente em tanques abertos do tipo
“raceway”’, devido o baixo investimento necessdrio com energia através
uso da energia solar (JIMENEZ et al., 2003).

Raoof; Kaushik; Reinher (2006) destacam que o meio de cultura
também constitui uma parte significativa dos gastos de produgao,
ressaltando a viabilidade econdmica da implantagdo de meios de cultura
a partir de dguas residuais enriquecidas com fertilizantes comerciais ou
compostos quimicos de baixo custo. Vdrios estudos demonstraram o
potencial desses meios de cultura em produzir biomassa de Arthrospira
com eficiéncia similar a dos meios sintéticos (CANIZARES-
VILLANUEVA et al, 1995; OLGUIN et al, 2001; REINHER;
COSTA, 2006).

Portanto o desenvolvimento de um meio de cultura para
Arthrospira a base de concentrado de dessalinizagdo torna-se valido
para o estabelecimento de um protocolo de producdo de baixo custo,
aliado aos beneficios ambientais decorrentes da diminuicdo do
lancamento do concentrado ao meio ambiente.



CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

* Parte deste capitulo foi submetido para publicacdo no Boletim do
Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos (CEPPA) como
artigo de revisdo intitulado: “Fontes alternativas de nutrientes para o
cultivo de Arthrospira (Spirulina)”.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 A tecnologia de dessalinizacao como fonte de agua potavel

A escassez de dgua potdvel atinge atualmente 18 paises cujos
recursos estdo abaixo de 1000 m3 per capita por ano. Mais de 1 bilhao de
pessoas ndo dispdem de dgua potdvel, e aproximadamente 2,3 bilhdes de
pessoas (41% da populagdo mundial) vivem em regides onde este
recurso € escasso. Estima-se que em 2025, aproximadamente 29 paises
estardo enquadrados neste perfil, principalmente devido ao aumento da
populacdo, a sua concentracdo em dareas urbanas e as atividades de
agricultura, que consomem 70% da produ¢do mundial de dgua potdvel
(BREMERE et al., 2001; GREENLEE et al., 2009). A dessalinizacdo
surge como um método alternativo para obtengdo deste recurso devido a
inviabilidade de implantacdo dos métodos tradicionais para este fim
(FRITZMANN et al., 2007).

A origem das metodologias de dessaliniza¢do se deu como uma
estratégia para aumentar a autonomia dos navios, com registros que
datam do século XVII. Uma vez que poderiam dessalinizar a dgua do
mar por um processo simples de destilagdo, nao necessitavam levar toda
dgua potdvel necessdria para suas incursdes (GREENLEE et al., 2009).
Atualmente sdo realizadas em regides aridas, semidridas, ou delimitadas
por oceanos ou lagos salinos. Os paises maiores produtores de dgua
potdavel por dessalinizacdo sdo Ardbia Saudita (que produzem um
décimo da produg¢do mundial), Estados Unidos, Emirados Arabes,
Kuwait, Bahrain, Qatar e Oman. Atualmente hd plantas de
dessalinizacdo operando em mais de 120 paises, produzindo cerca de 30
milhdes de m® de dgua potdvel por ano, dos quais cerca de 20 milhdes
de m’ sdo provenientes de dessaliniza¢do de d4gua do mar e o restante de
dguas continentais subterraneas (QADIR et al., 2007).

As tecnologias de dessalinizacdo sdo segregadas pelo mecanismo
de separagdo de sais empregado, classificando-se em dessalinizacio
térmica e por membrana (FRITZMANN et al., 2007). A Tabela 1
relaciona os processos de dessalinizacdo disponiveis atualmente
classificadas segundo método de separacdo de sais.
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Tabela 1. Tecnologias de dessalinizacdo de acordo com o método de
separacdo de sais.

Tecnologias de dessalinizacio

Térmica Membrana
Destilagdo multi-estagios (MSF) Osmose inversa (RO)
Destilacdo multi-efeitos (MED) Nanofiltragao (NF)
Destilag@o via compressdo a vapor L1
(VCD) Eletrodiélise

Dessalinizacio por congelamento

Fonte: Fritzmann et al. (2007); Johnson; Lott; Sliepcevich (1976).

O mecanismo de separacdo térmico por destilacdo é a técnica
mais antiga, no qual se induz um ciclo de evaporacio e condensagéo da
dgua similar ao que ocorre naturalmente. A dgua salinizada das fontes é
aquecida, e o vapor resultante é resfriado até sua condensagdo,
precipitando-se em forma de dgua dessalinizada. A energia térmica
requerida por esse método € produzida em geradores a vapor ou
caldeiras (RALUY; SERRA; UCHE, 2006), um dos fatores que fazem o
oriente médio liderar a producdo de dgua dessalinizada, devido a grande
disponibilidade de combustivel fossil. Mas também é possivel utilizar
fontes alternativas de energia, como a solar, que é convertida para
energia elétrica e pode ser aplicada tanto na dessaliniza¢do térmica
quanto por membranas. A Espanha, maior produtor europeu de dgua
dessalinizada, possui parte da demanda de energia para este fim obtida
através da energia edlica (GREENLEE et al, 2009).

Na década de 1960 surgiu a técnica da osmose inversa. Neste
método a fonte de dgua é submetida, por meio de alta pressdo, a passar
por médulos de membranas semipermedveis que permitem praticamente
apenas a passagem de moléculas de 4dgua, que sdo menores que a
maioria das impurezas encontradas nas dguas do mar ou subterrineas
(VILLAFAFILA; MUJTABA, 2003). Esse método € aplicado tanto na
dessalinizacdo de dgua do mar quanto de dgua salobra subterrinea. A
principal diferenca nessas duas aplicacdes sdo os custos envolvidos com
energia e substituicilo de membranas. No caso da 4dgua salobra
subterranea, aplica-se menos pressdo hidrostdtica para produzir o
permeado, ja que o conteido de sais geralmente é menor que o da dgua
do mar, reduzindo consequentemente a demanda de energia. Os custos
com energia representam 11% das despesas totais da dessaliniza¢do de
dgua continental subterrnea, enquanto que na dessalinizag¢do de dgua do
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mar esse custo sobe para 44%. Menor salinidade também resulta em
menos trocas de membrana (GREENLEE et al.,, 2009). A Figura 1
apresenta um esquema resumindo as etapas da dessalinizagdo por
osmose inversa (OI).

Pré - tratamento Membranas  Pos - tratamento

Entradade dgua | | | TS HES——
Asertratada

.ﬁ.gua doce/
Distribul;do

CEROL FP
B omboamento

Alla pressdu

Rejeito (salmoura)

Figura 1. Esquema das etapas da dessalinizacio por osmose inversa.
Fonte: http://www.geocities.com/cesol999/OsmoseReversa.htm.

A extragdo da dgua salobra de sua fonte natural (dgua de
alimentacdo) € realizada por sistemas de captacdo e bombeamento que a
levam até o pré-tratamento. Esta etapa inclui a adicdo de agentes
quimicos que controlam seu pH, tratamento especifico para
determinados compostos quimicos presentes na dgua de alimentacio
utilizada, e impedir o acimulo de sais em crostas que se formam no
equipamento. Também se aplicam coagulantes que agregam particulas
de impureza a fim de facilitar sua posterior filtracdo. Em seguida um
sistema de bombeamento aplica pressdao na dgua pré-tratada contra a
membrana do médulo de osmose inversa. Essa membrana é capaz de
conter a passagem de 98 a 99,5% dos sais, dependendo da membrana
utilizada e da qualidade da dgua de alimentag¢do, que se acumulam no
denominado concentrado de dessalinizacdo (apontado como ‘“Rejeito”
na Figura 1). A dgua que atravessa a membrana do médulo de osmose
inversa ¢ denominada permeado, que finalmente € ajustada aos padrdes
de qualidade segundo os parametros de potabilidade de dgua vigentes na
regido, na etapa definida de pds-tratamento na Figura 1. Para ser
classificada como dessalinizada, a 4gua deve conter menos de 100 mg.L"
de sais ou de conteddo total de sélidos dissolvidos (TDS); porém a
osmose inversa permite que essas determinacdes cheguem a zero. A
relacdo entre o volume de permeado e o volume total de adgua de
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alimentacdo define a taxa de recuperacdo do método de dessalinizacio
empregado (BRASIL, 2004; FRITZMANN, 2007; GREENLEE et al,
2009).

Os métodos de dessalinizacdo térmica produzem dgua de melhor
qualidade. Também exigem menos manutencdo, limpeza e troca de
pecas do equipamento. O pré-tratamento € mais simples do que na
osmose inversa, sem aplicacdo de coagulantes e de tratamento quimico
especifico para determinados compostos quimicos presentes na dgua de
alimentacdo. Entretanto, a tecnologia de osmose inversa oferece menos
problemas com corrosdo de equipamentos e a demanda de energia é
menor. Sua taxa de recupera¢do € maior, e oferece a vantagem de
eliminar contaminantes que possuem ponto de evapora¢do menor que o
da 4gua, como pesticidas, que na dessalinizacdo térmica evaporam e
condensam junto ao produto final. As instala¢cdes sdo mais compactas,
de implanta¢do mais rdpida e simples. Além disso, o ndo aquecimento
da 4dgua faz com que o impacto dos residuos lancados no meio-ambiente
seja menor (VILLAFAFILA; MUJTABA, 2003; QADIR et al., 2007).

1.2 Implicac6es ambientais da tecnologia de dessalinizacao

A introducdo de unidades de dessalinizacdo estd associada a
sérios impactos ambientais nas dreas adjacentes as plantas de producio,
sendo o principal deles o lancamento do concentrado no meio ambiente
(ALAMEDDINE; FADEL, 2006).

O perfil quimico do concentrado de dessalinizacdo varia
conforme a composi¢do da dgua de alimentacdo, a metodologia de
dessalinizacdo empregada, sua respectiva taxa de recuperacdo e agentes
quimicos utilizados na fase pré-tratamento. Alguns exemplos de agentes
quimicos utilizados sdo o 4cido sulftrico e os polifosfatos, que impedem
a formacdo de crostas nas paredes dos reservatérios de pré-tratamento, e
o cloro, aplicado para evitar a proliferacio de microrganismos,
macroalgas e plantas nos mesmos. Estudos demonstraram que o
concentrado lancado ao solo € absorvido, e o préprio aquifero de onde
provém a dgua de alimentacdo pode ser contaminado por esses agentes
quimicos, além de aumentar sua dureza devido a alta concentracdo de
sais. As altas concentracdes de soédio, cloro e boro reduzem a
produtividade do solo e suas plantas. Também alteram sua
condutividade elétrica e sua Taxa de Adsorcdo de Sédio (SAR). Este
indice define a influéncia do sddio nas propriedades do solo, através da
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determinacdo das concentragdes relativas de sédio, cdlcio e magnésio.
Altas concentra¢des de sodio causam queda na sua permeabilidade.
Embora o sédio nio afete a absorcdo de dgua pelas plantas ele muda a
estrutura do solo, dificultando o acesso da dgua e nutrientes para as
raizes. A baixa permeabilidade também leva a uma queda na aeracdo e
ao actimulo da agua da chuva na superficie (MOHAMED; MARAQA;
AL HANDHALY, 2005; LATTEMANN; HOPNER, 2008).

A implanta¢do de um sistema que evite um impacto negativo nas
dreas adjacentes a dessalinizacdo € de grande importincia para a
sustentabilidade desta tecnologia de obtencdo de dgua potavel (QADIR
et al., 2007). Mohamed; Maraqa; Al Handhaly (2005) e Jordan et al.
(2009) citam a necessidade da aplicacdo de regulamentacdes quanto 2
qualidade dos rejeitos langados no meio ambiente e apontam as
seguintes alternativas para este problema:

a. ajustes nos mecanismos de evaporacdo na dessaliniza¢do
térmica: o tamanho do tanque de evaporagdo influi na taxa de
producdo do concentrado;

b. conversdes quimicas: hd possibilidade de produzir compostos
quimicos a partir do residuo, por exemplo: Na,CO3, NaHCO;
e NH4Cl1 obtidos a partir do NaCl do concentrado;

c. tratamento de extracdo de minerais do rejeito;

d. aplicacdes em biotecnologia: o residuo pode ser utilizado na
irrigacdo de Atriplex lentiformis, uma planta que ocorre
naturalmente em solos alcalinos e é adaptada a alta
salinidade. Possui aplicagdes na gastronomia, além de efeitos
terapéuticos;

e. a alta salinidade e alcalinidade, aliado a disponibilidade de
altas temperaturas e radiagdo solar tipicas das dreas onde a
dessalinizacdo é realizada, pode constituir uma forma de
producdo de tildpias e Spirulina; ambos produtos de alto valor
comercial.
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1.3 Microalgas: biologia e aplicacoes comerciais

O termo microalgas aplica-se a uma ampla variedade de
microrganismos fotossintéticos, produtores de clorofila a, apresentando
dessa forma metabolismo andlogo ao das plantas. Sob esta
denominacdo incluem-se organismos com dois tipos de estrutura celular:
os procarifticos, com representantes na divisio Cyanophyta
(cianobactérias) e os eucaridticos, com representantes das divisdes
Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae,
Chrysophyceae e Xantophyceae), Cryptophyta e Dinophyta. Portanto
este termo ndo possui valor taxondmico, sendo sua caracterizagdo
sistemdtica baseada em uma série de critérios tais como a ocorréncia e
estrutura de flagelos, aspectos da divisdo celular, presenca e
caracterizagdo de envoltdrio dos cloroplastos, bem como caracteristicas
evidenciadas por técnicas de biologia molecular (OLAIZOLA, 2003;
PULZ; GROSS, 2004; DERNER et al. 2006).

Dentre as cianobactérias sdo reconhecidas quatro ordens:
Chroococcales, que incluem todas as espécies unicelulares; Nostocales,
com habilidade de desenvolver heterocistos e Stigonematales,
filamentosos ramificados e com habilidade de desenvolver heterocistos e
Oscillatoriales, integrada por organismos filamentosos ndo-ramificados.
Colonizam ampla variedade de habitats incluindo ambientes marinhos,
dgua doce, solos e geleiras. Geralmente dominam as comunidades de
algas, sendo um dos motivos desse fato a rapidez com que consomem e
acumulam nutrientes. O fosfato é armazenado em granulos de
polifosfato; o nitrogénio é armazenado na forma de cianoficina
(polimero constituido de 4cido aspartico e arginina); carbono e energia
sdo armazenados em uma forma de amido das cianobactérias, o o-1,4-
poliglicano. A reproducdo é essencialmente assexuada, por fissdo
celular. Produzem grande ndmero de compostos bioativos, sendo alguns
destes hepatotoxinas e neurotoxinas que causam sérios problemas de
saide publica quando contaminam fontes e reservatérios de &dgua
potivel. Porém outros metabdlitos secunddrios t€m aplicacdes
terapéuticas como agentes antivirais, imunomoduladores,
bacteriostaticos. As espécies de cianobactérias de maior relevancia na
biotecnologia sdo Nostoc commune, Aphanizomenon flos-aque e
Arthorospira platensis (SKULBERG, 2000; PULZ; GROSS, 2004).

Considerando a enorme biodiversidade de microalgas, este grupo
representa uma fonte promissora de novos produtos com aplicacdes nas
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inddstrias alimenticia e farmacéutica, podendo atender as altas
demandas desses setores através do desenvolvimento de técnicas de
cultivo em massa (PULZ; GROSS, 2004).

1.4 O género Arthrospira

1.4.1 Estrutura e organizacio celular

O género Arthrospira possui células cilindricas com didmetro de
3 — 12 um, organizadas em uma cadeia de células ndo diferenciadas em
forma de hélice, os tricomas. O formato deste filamento pode variar
consideravelmente em funcdo das condicdes ambientais, podendo
ocorrer inclusive na forma linear. Os tricomas lineares ocorrem tanto em
cultivos de laboratério quanto em plantas de producdo em massa,
embora seja razodvel supor sua ocorréncia naturalmente. Apds a
linearizacdo dos filamentos, o contetido de clorofila € similar ao dos
tricomas espiralados, porém a concentragdo de carotendides e ficobilinas
sdo maiores. A inducdo dessa forma estd relacionada a condicdes
adversas ao crescimento, como a falta de nutrientes ou variagdes na
intensidade luminosa, e € reversivel (HU, 2004; WANG; ZHAO, 2005).
Os tricomas também podem comprimir-se, como medida de
autossombreamento em ambientes com alta incidéncia de radiagdo
ultravioleta (UV) (WU et al., 2005).

A estrutura do envoltério celular é tipica das cianobactérias:
gram-negativa, composta pela membrana citoplasmdtica e uma parede
celular constituida de peptideoglicano. A parede celular contém poros,
cujo padrio de disposicdo € ttil em estudos de sistematica. No género
Arthrospira esses poros tém didmetro de 15 nm, e sdo arranjados em
uma fileira proxima as paredes transversas (PALINSKA; KRUMBEIN,
2000).

A regido nucleopldsmica central contém carboxissomos,
ribossomos, e corpos lipidicos. Nas membranas dos tilacéides, nos
cloroplastos, estdo associados os ficobilissomos, agregados de alto peso
molecular contendo o pigmento fotossintético ficobiliproteina. Estas por
sua vez estdo divididas em trés classes de acordo com a sua estrutura:
ficoeritrinas, aloficocianinas e ficocianinas. Desempenham papel
importante na fotossintese absorvendo energia luminosa da luz solar e
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transferindo-a para o centro de reagdo do fotossistema II (PS II) em
conjunto com os demais pigmentos fotossintéticos. Possuem forma
hemidiscoidal, constituido de um nticleo com 3 cilindros, rodeados por 6
séries de Dbastdes. (G()MEZ—LOJERO et al., 1997, HU, 2004,
SILVEIRA et al., 2007).

A ficocianina é o pigmento fotossintético de maior concentragdo,
constituindo até 20 % do peso seco da proteina celular (SILVEIRA et
al., 2007). A clorofila também € produzida por esta microalga,
constituindo 1,15% da sua biomassa, sendo que apenas a clorofila a é
produzida (DANESI et al., 2004). Os carotendides estdo também
presentes desempenhando a funcdo de prote¢do em situagdes de alta
intensidade luminosa (KERFELD, 2004).

Suas células também possuem vesiculas de gds que auxiliam na
sua flotabilidade, permitindo que a biomassa se mova verticalmente nos
corpos de dgua a fim de alcangar a intensidade ideal de luz para
fotossintese e acessar nutrientes, uma vez que a distribuicdo destes nos
corpos d’dgua € heterogénea (MA; GAO, 2009).

1.4.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida de Arthrospira esta representado na Figura 2. Um
tricoma quebra-se em vdrias partes nos locais onde células
especializadas, denominadas necridia, perdem o seu citoplasma. Desses
fragmentos surgem cadeias curtas (de 2 a 4 células), chamadas de
hormogonia. Elas diferem dos tricomas maduros na morfologia celular,
no menor tamanho das células e na auséncia de motilidade. O nimero de
células desta estrutura aumenta por divisdes celulares intercaladas, a
medida que o citoplasma das células fica granulado e assumindo
coloragdo verde azulada. Assim cada hormogdnia gera um novo
tricoma, que cresce em comprimento e assume a tipica forma espiralada
(CIFERRI; TIBONI, 1985).
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Figura 2. Representacdio do ciclo de vida do género Arthrospira
(Spirulina).
Fonte: (CIFERRI, 1983)

1.4.3 Taxonomia

O sistema utilizado para distinguir as cianobactérais &
fundamentado em caracteristicas fenotipicas, recentemente embasadas
por dados ultra-estruturais e moleculares. Reconhecem-se 3 ordens de
cianobactérias  filamentosas: Oscillatoriales, Nostocales e
Stigonematales. A ordem Oscillatoriales diferencia-se por ndo
produzir heterocistos nem aquinetos. E relevante salientar que dentro
desta ordem estdo inclusas as familias Phormidiaceae, que contém o
género Arthrospira e a Pseudanabaenaceae, que contém o gé€nero
Spirulina. A familia Phormidiaceae caracteriza-se por possuir células
cujo comprimento ndo € menor do que a metade da sua largura,
tendendo a ser isodiamétrica. O contetddo celular € homogéneo ou
levemente estriado ou reticulado (tilacdides organizados radialmente);
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com tricomas de 4 a 14 pm (KOMAREK; KOMARKOVA; KLING,
2003).

O género Arthrospira possui tricomas espiralados e livres,
raramente ocorre um envoltério de mucilagem, fino e incolor. As
células nao sdo constringidas nas paredes transversas (ou constringidas
muito suavemente), que sdo bem evidentes neste género. No gé€nero
Spirulina as paredes transversas sé sdo visualizadas através de
determinadas técnicas de coloracdo de microscopia Gtica. Em seu
formato, seu comprimento é menor que a largura (em Spirulina sido
mais longas que largas). Raramente moveis por rotacdo (Spirulina é
intensamente movel, por rotagdo hordria e anti-hordria). Possui
aerétopos; grupos de vesiculas de gds, ausentes em Spirulina. Possui
um padrdo especial de poros em sua membrana, organizados em uma
Unica fileira ao redor da célula (o género Spirulina possui vdrias
fileiras). As células apicais dos tricomas sdo arredondadas ou cdnicas.
A divisdo ocorre por células necridiais, que ndo ocorrem em Spirulina,
em sentido perpendicular ao eixo horizontal do tricoma. As
hormogonias resultantes dessa divisdo sdo destituidas de motilidade,
enquanto que no género Spirulina, as hormogoOnias sdo moéveis, e
formadas através do surgimento de uma fina lamela entre células
vizinhas (KOMAREK; KOMARKOVA; KLING, 2003).

Atualmente, a classificacdo de Arthrospira e Spirulina em dois
géneros € adotada por diversos autores e confirmada com base em
caracteristicas morfoldgicas e genéticas, embora a biomassa de
Arthrospira produzida comercialmente ainda receba a denominagdo de
Spirulina (ARAUJO; FACCHINETTI; SANTOS, 2003; KOMAREK;
KOMARKOVA; KLING, 2003).

1.4.4 Ecologia e fisiologia do crescimento

O género Arthrospira, do qual as espécies de maior relevancia
sdo A. platensis e A. mdxima, é um grupo de cianobactérias ubiquas,
encontradas em uma variedade de ambientes, principalmente em lagos
alcalinos e salobros, onde frequentemente tornam-se as espécies
predominantes. Sao fotoautotréficos; dessa forma todos os fatores que
afetam a fotossintese influenciardo o crescimento destes micro-
organismos, sendo os principais fatores a temperatura, luminosidade,
salinidade e pH (HU, 2004).
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1.4.5 Efeitos da temperatura

A faixa de temperatura de 30 °C a 35 °C € apontada como 6tima
para o desenvolvimento desta microalga (OLIVEIRA et al., 1999). A
composicdo bioquimica da biomassa de Arthrospira € influenciada pela
temperatura do cultivo, e pode ser controlada segundo a destinacdo da
biomassa produzida, mantendo o cultivo em determinadas faixas de
temperatura para aumentar a concentracdo das substincias de interesse.
Ronda e Lele (2008) demonstraram que a manutencio do cultivo a 25
°C, associado com a alta intensidade de luz e utilizacdo de dleo de
primula, resultou em actimulo de dcido y-linolénico. Santos; de Macedo;
Alegre (2003) detectaram que a 35 °C ocorre redugdo de 28,84 % no
teor de proteinas, porém acompanhado de um aumento de 30,34 % no
teor de carboidratos e de 287,90 % nos lipidios totais, associando-se a
utilizacdo de 0,2 g.L”" de KNO;. J4 quando a temperatura de cultivo foi
reduzida para 25 °C, ocorreu reducio de 40,28 % no teor de proteinas,
aumento de 88,90 % no teor de carboidratos e aumento de 321,25 % no
teor de lipidios totais. A reducdo no conteido de proteinas sob
temperatura de 35 °C também foi observado por Oliveira e
colaboradores (1999).

A temperatura também influencia os padrdes de expressdo
genética desta microalga. Estudos sobre o mecanismo de regulacdo da
expressdo de genes associados a sintese de ficocianinas em Arthrospira
revelaram que a expressdo do gene estudado (cpcB) foi 6 vezes maior a
temperatura de 37 °C do que a 25 °C (YONGZHONG; XUECHENG,
2007).

Dependendo dos componentes do meio de cultura, a temperatura
também pode determinar a disponibilidade de certos nutrientes.
Temperaturas relativamente altas (acima de 33 °C) resultam em maior
crescimento, porém podem causar perda de nutrientes se sua fonte for
um composto voldtil como a amonia, diminuindo a concentra¢do de
nitrogénio no meio de cultura (DANESI et al. 2002).

1.4.6 Efeitos da luminosidade

Como procariotos fotossintéticos, o género Arthrospira é
dependente da radiacdo solar, dependendo principalmente da regido do
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espectro eletromagnético correspondente a luz absorvida pelos
pigmentos fotossintéticos (Radiagdo Fotossinteticamente Ativa — RFA)
como uma de suas principais fontes de energia. Estudos demonstraram
que a radiagdo ultravioleta, especialmente as radiagdes UV-A e UV-B,
afeta o crescimento e a sobrevivéncia deste gé€nero, influenciando sua
pigmentacdo, mobilidade, fixacdo do nitrogénio, assimilacdo de carbono
e a permeabilidade da membrana num fendmeno chamado fotoinibicio
(SINHA; HADER, 2008). Segundo Gao e Ma (2008), a fotoinibi¢io &
maior em A. platensis sob temperaturas abaixo da 6tima de crescimento.
Consequentemente, este fendmeno pode ocorrer de forma mais intensa
em cultivos abertos quando se combinam as temperaturas relativamente
baixas do periodo matinal com o rdpido aumento de incidéncia luminosa
deste mesmo periodo.

Como resposta a este fendmeno as cianobactérias possuem
estratégias para prevenir esses danos, tais como a biossintese de
substincias que absorvem a radiacdo UVB, como os aminodcidos tipo
micosporinas e citoneminas. Porém essas substincias mantiveram-se
sob concentragdes baixas em A. platensis sob 3 diferentes intensidades
luminosas, concluindo-se que o principal mecanismo de prevencgdo a
fotoinibicdo deste género sdo mudangas morfoldgicas que promovem o
auto-sombreamento por compressdo dos tricomas. Observou-se que sob
incidéncia de RFA mais radiagdo UV-A, o comprimento dos tricomas
reduziu-se de 1,2 mm para 0,3 mm (WU et al., 2005).

Outro mecanismo € a administracdo da flotabilidade através das
vesiculas de gds intracelulares, que sdo altamente influenciadas pela luz
solar. Além de auxiliar a evitar a irradiagdo nociva ao meio-dia,
constitui uma estratégia para otimizar a fotossintese em situagdes de
baixa incidéncia de luz (a0 amanhecer e anoitecer) (MA; GAQO, 2009).

1.4.7 Efeitos da salinidade

O género Arthrospira tolera concentragdes de NaCl relativamente
altas. Entretanto a exposicdo a concentra¢des maiores do que 0,75 M de
NaCl reduz significantemente seu potencial de crescimento (HU, 2004).
A concentragdo 6tima de NaCl para o crescimento destas microalgas é
de 1,5 gL' Altas concentragdes de sal danificaram o fotossistema I e II
(CELEKLI; YAVUZATMACA, 2009). Sua resisténcia caracteristica a
meios com alta concentracdo de sal deve-se a um mecanismo de
regulacio osmética que consiste no actimulo intracelular do carboidrato
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de baixo peso molecular glicosil-glicerol em resposta a aumento na
pressdo osmdtica externa (WARR et al, 1985). Também hd um
mecanismo de osmorregulacdo via bomba de s6dio ATP-dependente,
em contraste com a maioria das cianobactérias, que regulam sua pressio
osmotica através do seqiiestro de Na+ extracelular por um mecanismo
antiporte Na+/H+ (CARRIERI et al., 2007).

1.4.8 Efeitos do pH

Sdo alcaldfilas obrigatérias. Celekli; Yavuzatmaca; Bozkurt
(2009) registraram um aumento de biomassa produzida quando o pH do
cultivo aumenta de 9,5 para 10,0; e uma queda conseguinte quando o pH
¢ aumentado para 10,5. A varia¢do da producdo de biomassa em relacio
ao pH do cultivo deve-se a influéncia deste fator fisico na
disponibilidade de nutrientes, na atividade de estruturas celulares e de
suas enzimas. A condicdo alcalofila dificulta a sobrevivéncia de outros
micro-organismos encontrados no meio ambiente, constituindo um fator
chave para assegurar a qualidade de um cultivo aberto em larga escala
(HU, 2004).

1.4.9 Efeitos das fontes de nutrientes

Os ensaios de adicdo de nutrientes, onde se detecta o efeito de
mudangas sutis nas concentracdes dos elementos de um meio de cultura
no crescimento da microalga em estudo, fornecem informagdes
importantes sobre o efeito de cada nutriente na cinética de crescimento e
na composi¢do bioquimica da biomassa produzida. Também possibilita
identificar o0os componentes efetivamente desnecessarios para
determinada espécie, podendo ser removido do meio de cultura sem

qualquer prejuizo a microalga, acarretando economia ao cultivador
(CAMACHO; WIT, 2003; LOURENCO, 2006).
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1.4.9.1 Efeitos do carbono

O carbono é o elemento necessdrio em maiores concentracdes
para as algas por ser constituinte de todas as substincias organicas
sintetizadas pelas células (proteinas, carboidratos, dcidos nucléicos,
vitaminas, lipideos, entre outros) (LOURENCO, 2006). A fotossintese é
a principal rota de fixacdo do carbono, entretanto algumas espécies
(incluindo o género Arthrospira) permitem a combinacdo entre a
fotossintese e a assimilagdo heterotr6fica de compostos organicos, num
processo chamado mixotrofia. Tal processo possibilita que o
crescimento das microalgas ndo seja estritamente dependente da
intensidade de luz nos cultivos (CHOJINACKA; NOWORYTA, 2004)
permitindo o uso de variadas fontes desse nutriente, dependendo da
aplicacdo da biomassa produzida e dos recursos disponiveis.

O bicarbonato € a fonte de carbono mais frequentemente
empregada em meios de cultura. E incorporado ativamente, gerando um
gasto energético neste processo, sendo convertido em CO, que é
empregado na fotossintese, e em carbonato, que € liberado para o meio
extracelular aumentando o pH do cultivo (MATSUDO, 2006). O género
Arthrospira necessita de grandes quantidades de bicarbonato, que além
de fonte de carbono, auxilia na manutencdo da condicdo alcalina do
meio de cultura, vital para o cultivo deste género, e constitui uma
barreira para o desenvolvimento de outros microrganismos. Sua
substituicdo por bicarbonato de sédio de grau comercial ndo alterou
significativamente a producdo de biomassa, o contetddo de clorofila e de
proteinas quando comparado com a biomassa produzida com
bicarbonato de grau analitico (RAOOF; KAUSHIK; REINHER, 2006)
constituindo uma estratégia vidvel para producdes em larga escala.
Segundo Laliberté; Olguin; de La Noue (1997), a suplementacdo de
carbono € um dos fatores que constituem a maior parte dos gastos
operacionais e embora tradicionalmente sejam aplicadas concentracdes
entre 9e 17 g.L'l, alguns trabalhos demonstram que a utilizagdo de 3 a 4
gL ¢ suficiente.

O diéxido de carbono é a fonte preferida de carbono pelas
microalgas, uma vez que se difunde passivamente da dgua ao interior
das células e € utilizado diretamente no processo de fotossintese
(DERNER, 2006). Sua utilizagdo na aquicultura é de grande interesse
uma vez que o CO, utilizado pode ser proveniente de atividades
industriais, produzido a partir da queima de combustiveis fosseis, sendo
uma alternativa para a reducdo das emissdes deste gds associado ao
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efeito estufa. A taxa de alimentagdo de CO, de 0,44 gL".d" conferiu
valores mdximos de produc¢do de A. platensis. (SOLETTO et al., 2008).

O melaco, residuo da producdo da cana-de-agiicar, € utilizado na
producio de édlcool e vinagre, como alimento animal e para adubacgéo do
solo. Mais de 50 % de sua composi¢do sdo agucares, o que lhe confere
grande potencial como fonte alternativa de carbono para a
suplementacdo de meios de cultivo para microalgas (ANDRADE,;
COSTA, 2008). Seu efeito no crescimento de A. platensis foi mais
evidente apds 11 dias de cultivo, sendo que antes deste periodo a
intensidade de luz mostrou-se mais influente no desenvolvimento da
microalga (ANDRADE; COSTA, 2007).

Pesquisas envolvendo a glicose, acticar em maior concentra¢do
na biomassa de Arthrospira, demonstraram a alta eficiéncia deste
composto, que proporcionou uma velocidade especifica de crescimento
de 0,096 d~ (LODI et al., 2005). Segundo Muliterno e colaboradores
(2005), a concentragdo de 0,5 gL' de glicose adicionada no meio
Zarrouk diluido a 75 % em agua destilada, sob modo de cultivo em
batelada alimentada, gerou 5,38 gL' de biomassa. Chen e
colaboradores (2006) afirmam que o uso desta fonte de carbono
aumentou a concentracio de ficocianinas de 0,119 g.L”' no tratamento
controle, para 0,279 gL' no meio suplementado com 2,0 gL' de
glicose. As aloficocianinas aumentaram de 0,042 g.L”' para 0,126 gL,
A biomassa obtida foi de 2,57 g.L"' sendo que o tratamento aplicado
como controle produziu 1,08 g.L''. Chen e Zang (1997) registraram o
aumento de mais de 5 vezes na produgdo de biomassa cultivada com
glicose, quando comparada com a produgdo fotoautotréfica de A.
platensis.

O acetato € estudado como potencial fonte de carbono, uma vez
que pesquisas demonstraram seu efeito em aumentar tanto a biomassa
de espécies de microalgas (Haematococcus pluvialis, Dunaliella salina)
e fungos (Phaffia rhodozyma), quanto o seu conteido de carotenos. Isso
pode ser explicado pelo fato de o 4cido acético ser um precursor dos
carotendides (MOJAAT et al., 2008). Segundo Chen e colaboradores
(2006), o acetato também aumentou a producdo de biomassa de A.
platensis. A aplicacio de 4,0 g.L' aumentou a biomassa produzida de
1,08 gL' para 1,65 gL". Lodi e colaboradores (2005) obtiveram
velocidade especifica de crescimento de 0,074 d ' utilizando esta
mesma fonte de carbono. O mesmo trabalho também cita a utilizacdo de
proprionato, resultando em 0,068 d' de biomassa de A. platensis.
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1.4.9.2 Efeitos do nitrogénio

O nitrogénio é componente fundamental de trés classes de
substincias estruturais e do metabolismo primdrio das células: proteinas,
acidos nucléicos e pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e ficobilinas).
Se o suprimento de nitrogénio é abundante em cultivos, verifica-se
tendéncia de aumento nas concentra¢des de proteina e clorofila nas
células. Ja baixas concentracdes diminuem o teor dessas duas
substincias, diminuindo drasticamente também a taxa de divisao celular.
A concentracdo de 4cido linolénico aumenta, e o conteido de acidos
graxos permanece constante. As ficocianinas sdo degradadas e utilizadas
como fonte de nitrogénio. Mais carotendides e menos clorofilas sdo
produzidas, gerando mudangas de cor que tendem ao amarelado
(COLLA; BERTOLIN; COSTA, 2004; LOURENCO, 2006;
FERREIRA, 2008). Apesar da ampla utilizacdo dos sais de nitrato,
estudos mostram uma variedade de fontes alternativas de nitrogénio.

Os sais de nitrato (NaNO;, KNOs), sao as fontes de nitrogénio
que resultam em maior producdo, justificando a sua aplica¢do nos meios
Paoletti, Zarrouk e Schlosser (SASSANO et al., 2007). Segundo Colla e
colaboradores (2007), mantendo-se o cultivo a 30°C, a produtividade de
A. platensis permanece inalterada sob variacdo da concentra¢do de
nitrato de sodio dentro do intervalo de 0,625 g.L'1 e 25 g.L'l; resultado
também relatado por El-Baky e colaboradores (2008). Esses resultados
demonstram que a quantidade deste composto pode ser reduzida para
aproximadamente 25 % da concentragdo aplicada pelo meio Zarrouk
(2,5 g.L'"), sem perdas de producdo. Entretanto, Celekli e Yavuzatmaca
(2009) demonstraram que a concentragdo de 2,5 g.L”' de nitrato de sédio
gerou melhores resultados de producdo frente 2 utilizacdo de 2,0 g.L™.
El-Baky; El-Baz; El-Baroty (2008) acrescentam que a aplicacdo de
1,875 g.L'1 de nitrato de sédio, mantendo a cultura a 35 °C diminui a
produtividade, mas confere maiores concentragdes de proteinas, lipideos
e compostos fendlicos a biomassa produzida.

Com o intuito de verificar a eficiéncia de fontes de nitrogénio de
menor custo, os sais de amdnio foram avaliados quanto ao seu efeito na
biomassa de A. platensis. O cloreto de amdnio, segundo Sassano e
colaboradores (2007), gerou resultados ainda melhores que os obtidos
com nitratos na produ¢do em tanques abertos, salientando a
possibilidade da utilizacdo desta microalga no tratamento de residuos
pela remocdo de compostos nitrogenados. O uso desta fonte de
nitrogénio também causou um aumento no conteido total de 4cidos
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graxos (MANABE et al.,, 1992). Converti e colaboradores (2006)
afirmam que a concentragdo de 1,7 mM deste composto resulta na
produtividade méaxima de biomassa e de assimilacdo de nitrogénio.
Valores acima e abaixo desta concentragdo causaram queda de
producgdo. Os autores enfatizam a rapidez com que a biomassa de A.
platensis assimila o cloreto de amonio. Esse composto € assimilado
ainda mais facilmente do que a uréia, outro nutriente de difusdo celular
facilitada, mas que precisa ser previamente hidrolisado em amonia. J4 o
cloreto de amonio € diretamente metabolizado pela enzima glutamina
sintetase.

Soletto e colaboradores (2005) estudaram o efeito de diferentes
concentragdes de sulfato de amonio, e constataram que a concentracao
de 1,1 mM, uma cepa de A. platensis apresentou crescimento satisfatorio
apGs 5 dias (640 mg.L™"). A concentracio de 1,7 mM causou inibi¢io de
crescimento apds 2 dias de cultivo. Neste estudo a uréia também foi
empregada sob essas mesmas concentragdes, e a biomassa produzida foi
praticamente o dobro da produzida com sulfato de amdnio. Segundo
Ferreira (2008) a assimilagdo de nitrogénio € facilitada com a utilizagao
de sulfato de amonio, uma vez que este se dissocia no meio de cultura,
formando amdnia, a forma de nitrogénio preferencial de A. platensis.

Assim como os sais de amonio, a uréia também € utilizada com
intuito de baixar os custos da produg@o. Porém a sua utilizacao possui os
mesmos pontos negativos, uma vez que sua hidrélise em amdnia sob
condi¢des alcalinas gera perda de nutriente por volatilizacdo, sendo a
producao também afetada pelo efeito toxico deste composto. Por isso a
aplicacdo desses nutrientes na producdo em massa exige um controle de
suprimento (MATSUDO et al., 2009). Segundo Danesi e colaboradores
(2002), o melhor protocolo para adi¢do de uréia € a adicdo inicial de 0,4
g; seguida de adicdo continua por 14 dias até alcancar massa total
adicionada de 2,5 g; sendo que essa massa foi adicionada em um tanque
de 5 litros. Devem-se evitar protocolos de adi¢do com intervalos de 48
horas, que geraram os piores resultados, e a temperatura do cultivo deve
ser levada em consideracdo, uma vez que a 33 °C observou-se queda na
producio devida alta evaporacdo de amonia, e a perda de dgua, também
por evaporagdo, causando danos as células decorrentes da alteracdo da
pressdo osmética do meio de cultura. Rangel-Yagui e colaboradores
(2004) demonstraram através de metodologia de superficie de resposta
que a concentracio de 500 mg.L"' de uréia resultou em maior producio.
A massa inicial adicionada foi de 0,08 g.L'l.
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1.4.9.3 Efeitos do fosforo

A utilizacdo deste macronutriente por Arthrospira e demais
microalgas estd associada a sintese de moléculas orginicas como édcidos
nucléicos e fosfolipideos (CELEKLI; YAVUZATMACA; BOZKURT,
2009). E armazenado sob a forma de grinulos de polifosfato; esses
granulos sdo compostos, além de fdsforo, de cobre, ferro, magnésio,
s6dio e potdssio. Possuem carga negativa em sua superficie,
desempenhando também a funcdo de absorcio de metais
(RANGSAYATORN et al., 2002). Celekli; Yavuzatmaca; Bozkurt
(2009) definiram que a concentragdo Otima de fosfato para o
crescimento de Artrhospira é de 0,5 g.L”'. Associou-se esse valor timo
a relagdo nitrogénio:fésforo. Diferentes propor¢des desses dois
nutrientes determinam a predominancia de determinadas microalgas em
ambientes aquaticos. Quando mantida na proporc¢do 5-10:1 favorece a
predominancia de cianobactérias (BULGAKOV; LEVICH, 1999).

1.5 O cultivo em massa

As espécies do género Arthrospira sdo provavelmente as mais
cultivadas em larga escala mundialmente. Como além de longos
periodos de exposi¢do a luz natural essas microalgas requerem
temperaturas relativamente altas para o seu crescimento 6timo, a
producdo comercial restringe-se a regides tropicais e subtropicais
(JIMENEZ et al., 2003). As primeiras atividades de producio em massa
deste género foram realizadas pela empresa Sosa Texcoco Co., no
Meéxico, com apoio e suporte técnico do “Instutute Francais du Petrole”
(IFP). Desde entdo vérios outros produtores aderiram a essas atividades
sendo que atualmente a producdo mundial de Arthrospira excede a
3.000 toneladas por ano (SHIMAMATSU, 2004).

Grande parte da producdo mundial de Arthrospira se dd na China
e na India. A maior produtora mundial, a Hainan Simai Enterprising,
estd localizada na provincia de Hainan, na China. Sua producgéo anual de
200 toneladas representa cerca de 25 % da producgdo chinesa e 10 % da
produciao mundial. A planta de producdo de maior extensdo pertence a
Earthrise Farms, abrangendo uma 4rea de 440.000 m? em Calipatria, nos
Estados Unidos (SPOLAORE et al., 2006).
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A produgdo comercial € baseada principalmente em tanques
abertos do tipo “raceway”, embora algumas empresas usem biorreatores
tubulares fechados. As duas principais vantagens do sistema aberto sdo
o baixo investimento e o uso da energia solar. Entretanto, hd restricio
dos locais de producdo, das espécies produzidas e a producdo ¢é
relativamente menor do que a obtida nos sistemas fechados, onde as
condigbes o6timas de crescimento de cada espécie podem ser
administradas mais facilmente JIMENEZ et al., 2003).

A Figura 3 apresenta um esquema simplificado da producdo de
Arthrospira, sendo os principais fatores a serem observados durante sua
producdo, revisados por Shimamatsu (2004), os citados a seguir:
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Figura 3. Esquema de producdo de Arthrospira (Spirulina)

Fonte: Shimamatsu, 2004.

1.5.1 Tanque de cultura:

E um canal aberto e retangular, com pds giratérias. Estas pds
devem gerar um fluxo de circulagdo do cultivo em velocidade uniforme
e sem pontos de estagnagdo. Olguin e colaboradores (2003) salientam a
importancia do nivel de profundidade do meio cultivo: profundidades
maiores geram melhores produg¢des no verdo enquanto que menores sao
mais eficientes durante o inverno. Segundo Shimamatsu (2004) a
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profundidade ndo deve exceder 30 centimetros, a fim de evitar o
sombreamento da cultura quando esta se encontra a altas concentracdes.

1.5.2 Meios de cultura:

Os principais constituintes de um meio para cultura de
Arthrospira, segundo meio de Paoletti sdo (g.L'l): 0,92 NaCl; 1,88
Na,SO0y4; 0,50 K,HPO,; 8,89 Na,COs; 15,15 NaHCOs3; 0,05 CaCl,.2H,0;
2,57 KNO;; 0,25 MgS0,.7H20; 1,0 mLL"' de solucdo de
micronutrientes contendo: 2,86 H3;BO;; 1,54 MnSO4H,O; 0,22
ZnS0,.7H,0; 0,39 NaMoO..2H,O; 0,079 CuS0O4.5H20 e 0,038
CoCl,.6H,0) e 1,0 mL.L" de solucdo Fe-EDTA (29,8 EDTA-Na,; 24,9
FeSO,.7H,0) (FERRAZ; AQUARONE; KRAUTER, 1985). Os
micronutrientes sdo ajustados conforme a qualidade da dgua utilizada. O
pH pode ser mantido entre 9,5 e 10,5 usando-se diéxido de carbono. O
custo da produgdo e a velocidade de crescimento podem ser
administrados através da escolha dos nutrientes. Uma producdo que
utiliza meios de cultura de baixo custo pode ser o fator chave para a
producio competitiva deste produto de alto valor agregado (OLGUIN et
al., 2001), dessa forma vdrias pesquisas demonstram a viabilidade da
utilizagfo de varios tipos de residuos, como listados a seguir.

1.5.2.1 Meios de cultura a base de agua do mar

Embora as concentra¢des de nutrientes dissolvidos na dgua do
mar sejam presumivelmente baixas, elas ndo sdo determinadas. Como as
concentragdes adicionadas sdo muito maiores (centenas ou milhares de
vezes, dependendo do elemento quimico e das caracteristicas da dgua do
mar), assume-se que as concentragdes finais de nutrientes no meio de
cultura correspondem essencialmente aos componentes adicionados
(LOURENCO, 2006).

Faucher; Coupal; Leduy (1979) demonstraram que a dgua do
mar, abrandada com 19,2 g.L'1 de bicarbonato e suplementada com 0,5
g.L'1 de K,HPOy, 3,0 g.L'1 de NaNO; ¢ 0,01 g.L’1 de FeSO, resultou em
produtividade de biomassa similar a do meio de cultura sintético. Os
mesmos resultados foram obtidos substituindo-se o nitrato por 0,2 g.L™'
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de uréia. A performance deste meio de cultura também foi bem sucedida
em tanque aberto de 130 L.

Olguin e colaboradores (2001), utilizaram dgua do mar como
base, adicionada de 2 % (v/v) de residuo sélido oriundo da criagdo de
suinos, previamente tratado por digestdo anaerdbica. A concentracio de
biomassa apds 12 dias de cultivo foi similar a obtida utilizando-se o
meio de cultura definido de Zarrouk. O conteido de lipideos,
polissacarideos e 4cido y-linolénico (GLA) foi mais alto do que na
biomassa obtida no meio controle, enquanto o contetido de proteina foi
significantemente menor. Ronda e Lele (2008) obtiveram aumento na
concentracdo de GLA aplicando alta intensidade luminosa (6 klux) e
baixa temperatura (25 °C), entdo € possivel que o aumento na
concentracdo de GLA obtido por Olguin e colaboradores (2001) tenha
sido decorrente da utilizagdo do meio de cultura complexo, uma vez que
neste trabalho foi utilizada baixa intensidade luminosa e temperatura
relativamente alta (32 °C).

A maior velocidade de crescimento aplicando-se meio de cultura
a base de dgua do mar foi obtido por Olguin e colaboradores (2003)
adicionando-se 2 % de residuo de tratamento de suinos, previamente
tratado por digestdo anaerébica, em dgua do mar sem abrandamento.
Houve suplementagio de 2 g.L”' de bicarbonato de sédio nos dias 0, 3 e
5. Os autores adotaram uma estratégia de producdo anual na qual no
inverno o cultivo era realizado com profundidade de 0,10 metros, e no
restante do ano sob profundidade entre 0,15 e 0,25 metros, obtendo-se
dessa forma uma produtividade de biomassa de 11,8 g.m’z.d’l.

1.5.2.2 Meios de cultura a base de agua doce

Reinehr e Costa (2006) utilizaram dgua da Laguna Mangueira,
Rio Grande do Sul, suplementada com 10 % do meio Zarrouk. Tanto a
velocidade especifica de crescimento quanto a produtividade de
biomassa foram similares as obtidas no meio Zarrouk integral. O modo
de cultivo em bateladas repetidas mostrou-se de duas a trés vezes mais
produtivo que o continuo, sob as condigdes estudadas.

Costa e colaboradores (2002), utilizando dgua da mesma
procedéncia, conclufram que a concentracdo de 0,00585 M de uréia
mostrou-se 6tima para o crescimento da microalga nessas condigdes.
Também avaliaram que ndo era necessdria adi¢do de bicarbonato de
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sddio, obtendo dessa forma 1,4 g.L'1 de biomassa apés 780 horas de
cultivo.

1.5.2.3 Meios de cultura a base de efluentes de producio de animais

Laliberté¢; Olguin; de la Noue (1997) afirmam que para a
utilizacdo de efluentes da producdo animal no cultivo do género
Arthrospira, geralmente € necessario tratamento prévio por digestdo
anaerdbica, alta diluicdo do residuo, temperatura em torno de 30°C e
suplementac¢do com bicarbonato de sédio. A tabela 2 mostra exemplos
das condi¢cdes ambientais e suplementacdo de nutrientes para o cultivo
desta microalga em residuos de produgdo animal.

Segundo Cadizares-Villanueva e colaboradores (1995), a
utilizacdo de efluentes da producdo animal no cultivo de microalgas
permite que os mesmos adquiram qualidades aceitdveis para o seu
langamento no meio ambiente apds o cultivo, devido a retirada de
nitratos e fosfatos da sua composicdo pela microalga. O meio de cultura
testado em seu trabalho consistiu de 1,0 kg de esterco suino diluido em
20 L de 4gua, tratado por decantacdo e estabilizacdo do sobrenadante
por aeracdo intensa. O conteido de cinzas da biomassa foi elevado,
apontado como conseqiiéncia da alta concentragdo de minerais do meio
de cultura, que a lavagem prévia a liofilizacdo da biomassa ndo teria
removido. Para possibilitar a utilizacdo de esterco suino nesta atividade
€ necessdrio diluir novamente o meio a 50 % em 4gua destilada, devido
a alta concentra¢do de amdnia, e como medida para clarificar o meio de
cultura favorecendo a fotossintese. A mesma medida foi adotada por
Caiiizares e Dominguez (1993). Bertolin e colaboradores (2005)
otimizaram a dilui¢do utilizando este residuo, concluindo que a diluicdo
de 80 % gerou os melhores resultados.

Mitchell e Richmond (1988) testaram a viabilidade da utilizacdo
de residuo solido proveniente da criagdo de gado, diluido em &4gua
contendo 10 g.L"" de NaCl. O crescimento da microalga foi lento, porém
a suplementagcdo com carbono, nitrogénio e fdsforo, trouxe resultados
similares aos obtidos com meio sintético padrdo. A aeracio foi essencial
para o desenvolvimento da microalga sob essas condi¢des.
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Tabela 2. Exemplos de condi¢des ambientais e suplementacdo de
nutrientes para o cultivo de Arthrospira sp. em residuos da producio
animal (Continua).

Espécie Residuo Volume Temp. Luz
(diluigao) (L) (°C)
1 A. platensis Suino 174 33 500 fc.
(10%)
2 A. maxima Bovino 200 30 Ambiente
(1%)
3 A. platensis Suino 10 30 Ambiente
4 A méxima Suino 1 30 80 pEm®s
(2%)
5 A. platensis Aves 200 30 Ambiente
(2%)
6  A. fusiformis Bovino - 30 Ambiente
7 A. maxima Bovino- 300 22 3-30Lux
suino
(3-4,5%)
8 A. sp. Suino 12.500 - Ambiente
(0,8%)
9 A. platensis Suino 1 25 -
(2%)
10 A. maxima Suino 2 Ambie  1.500 lux
(2%) nte
11 A maxima Suino 20 30 70 pEm®s
(2%)
12 A. platensis Bovino 0,5 36 34 lux

Fonte: Laliberté; Olguin; de la Noue (1997).
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Tabela 2. Exemplos de condi¢des ambientais e suplementagio
de nutrientes para o cultivo de Arthrospira sp. em residuos da producdo

animal (Conclusao).

HCO; NaCl(g.L") PO,”° N-NH3
(g.L") (mgl")  (mg.L")
1 1,7 - 0,5 425 185
16,8
2 16 - 127 -
3 1-3 3-7 - 100
4 2 - - -
5 4 0,5 128 30
6 8 1 250 -
7 1-2 5-7 100-250 100-1200
8 8,4 0,5 250 -
9 10 - 1,7 465
10 8,4 05 4 83
11 4 Agua do mar 13,6 25,2
12 2-4 0,3 49 17

Fonte: Laliberté; Olguin; de la Noue (1997).

1.5.2.4 Meios de cultura a base de residuos de plantas industriais

Segundo Anaga e Abu (1996), o efluente de uma produtora de
fertilizantes tipo NPK € uma alternativa como base de meio de cultura
devido suas altas concentracdes de nitrogénio, fésforo e enxofre.
Arthrospira cultivada nessas condi¢des foi capaz de utilizar mais de 50
% dos nitratos, fosfatos e sulfatos do efluente em 21 dias de cultivo.

As condicdes ambientais tipicas das dreas onde a dessalinizacdo
de dgua do mar ou continental é realizada, aliada a alta salinidade do
residuo proveniente desta mesma técnica, confere um grande potencial
de utiliza¢do do concentrado de dessalinizacio no cultivo de A. platensis
(FRITZMANN et al., 2007). Volkmann e colaboradores (2008)
demonstraram que a produtividade desta microalga foi ainda mais alta
do que no meio sintético padrdo utilizado (4,954 g.L"' em meio a base
de concentrado contra 2,587 g.L'1 em meio de Paoletti), bem como a
concentragio de proteinas.
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1.5.3 Sistema de coleta e secagem

Séo sistemas que recuperam a massa de alga produzida através de
uma série de filtracdes realizadas por gravidade em telas inclinadas e
telas vibratérias. Posteriormente sdo concentradas em uma massa de
alga imida em um filtro horizontal a vacuo. A massa é entdo seca, por
variadas metodologias, a fim de manter sua qualidade por periodos
longos. Para uma maior eficiéncia na coleta deve-se dar atengdo a
densidade das algas no momento da coleta, a contaminag@o, 0os materiais
em suspensdo e a natureza da maquinaria utilizada (SHIMAMATSU,
2004). As metodologias de secagem variam de acordo com a escala de
producio e a finalidade da biomassa produzida. Atualmente, producdes
em pequena escala utilizam secagem ao sol, ou em prateleiras em
estufas de secagem, enquanto que em larga-escalas utilizam o método de
“spray-drying”. Este método resulta em produtos de composicio
quimica de melhor qualidade, pois expde menos a biomassa ao calor e a
oxidacdo, porém chega a constituir 30% do custo da producdo
(TIBURCIO et al., 2007).

1.5.4 Atividades operacionais

Altas velocidades favorecem a fotossintese das algas cultivadas,
porém podem causar a fragmentacdo dos tricomas, comprometendo a
eficiéncia da coleta por filtragdo. Isso aumenta o risco de contaminag¢io
e pode causar a formagdo de espuma no meio de cultura. Tal acimulo de
matéria organica pode inibir a fotossintese e o crescimento. A densidade
das algas é mantida entre 400 e 600mg de peso seco por litro
principalmente para garantir a eficiéncia da coleta. Densidades abaixo
de 100 mg de peso seco por litro podem causar fotoinibicdo e
fotoxiadagdo por excesso de exposic¢do a luz. Portanto, na transferéncia
de culturas de estoque para os tanques de producio, a densidade inicial
da cultura deve sempre ser levada em consideracio (SHIMAMATSU,
2004).
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1.5.5 Contaminacio

Manter uma cultura contendo apenas uma espécie de microalga
em um tanque aberto é o maior desafio desta atividade. A chuva dilui a
concentracdo de nutrientes e favorece a contaminagdo por outros micro-
organismos, exigindo técnicas rdpidas de restauracio do meio de
cultura. A reciclagem continua do meio de cultura também favorece a
contamina¢do decorrente do acimulo de matéria organica causado pela
morte e decomposi¢cdo das algas produzidas. Isso exige que atividades
operacionais sejam realizadas causando o menor dano possivel as algas
produzidas (SHIMAMATSU, 2004).

1.5.6 Padroes de qualidade

H4 padrdes nacionais e internacionais de qualidade para produtos
a base de Arthrospira. As Tabelas 3 e 4 apresentam respectivamente as
determinagdes requeridas pela Food and Drug Administration (USA) e
Japan Health Food Association (SHIMAMATSU, 2004).
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Tabela 3. Padrio de qualidade para produtos a base de Spirulina
segundo a Food and Drug Administration (USA).

1. Spirulina Valor padrao
Nao utilizacdo de cepas ndo endémicas
Auséncia de contaminantes
Fragmentos de insetos <30em10g

3. Pélos de roedores <1,5em 150 g
Fonte: Shimamatsu, 2004.

N

Tabela 4. Padrdo de qualidade para produtos a base de Spirulina,
baseado em critérios da Japan Health Food Association (JHFA).
1. Aparéncia e caracteristicas Valor padrao
Coloracdo verde escura,
odor suave de alga marinha,
Auséncia de sabor e odor desagraddvel

2. Componentes essenciais (mg %)
Proteina > 50
Carotendides totais > 100
Clorofila — a > 500
Ficocianina — ¢ > 2000
3. Feoforbideo (mg %)
Feoforbideo existente <50
Feoforbideo total <100
4. Arsénio (ppm) <2
Metais pesados (ppm Pb) <20
Contagem total de microrganismos
aerobios (U.F.C) <5x104
Coliformes Negativo
Umidade (%) <7

Fonte: Shimamatsu, 2004.
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1.5.7 Composicao Quimica

Uma abordagem geral sobre a ecologia e fisiologia do
crescimento apresentada anteriormente leva a conclusio de que a
composicdo quimica da biomassa das microalgas varia com as
condi¢des ambientais e a disponibilidade de nutrientes, portanto &
previsivel que sua composi¢do apresente variagdes sazonais.

A biomassa obtida pelo cultivo em biorreatores fechados tende
apresentar melhor qualidade que a obtida em tanques abertos. Uma boa
administragdo das condi¢des de cultivo € pré-requisito para obter uma
producio de biomassa de composi¢do quimica uniforme e de qualidade
(BELAY, 1997). A Tabela 5 apresenta uma composi¢do tipica de uma
biomassa produzida pela Earthrise Farms bem como algumas
caracteristicas fisicas.

1.6 Arthrospira como fonte de produtos farmacéuticos e
nutracéuticos

A utilizagdo deste género na dieta humana data por ao menos 700
anos nos continentes americano e africano. Por volta de 1300 a.C. as
populagdes indigenas do Vale do México coletavam Spirulina
(Arthrospira) do lago Texcoco atribuindo-lhe o nome “tecuitlat]”. No
mesmo periodo, africanos das proximidades do Lago Chade consumiam
Spirulina de maneira similar, denominando-a de “dihe” (ARA(JJO, K.
G. L.; FACCHINETTI, A. D.; SANTOS, 2003). Certamente seu carater
de fonte alimentar deve-se ao seu alto teor de proteinas, seguido de
quantidades de d4cidos graxos essenciais, polissacarideos,
ficobiliproteinas, carotendides, vitaminas (especialmente Bi;) e
minerais. Quanto a nutricdo animal suas aplicagdes mais frequentes
estdo na aquicultura e na criagdo de aves (HU, 2004). Os nutrientes da
biomassa desta cianobactéria, principalmente no que se refere a
proteina, vitaminas e lipideos, t€m recebido considerdvel atencdo
quanto aos seus efeitos benéficos a saide humana (ARAIjJO, K.G.L;
FACCHINETTIL A. D.; SANTOS, 2003).
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Tabela 5. Propriedades quimicas da biomassa seca de Arthrospira
(Continua).

-1

Composicao geral (%) Aminoacidos gkg
Umidade 3-7 Alanina 47
Proteinas 55-70 Arginina 43
Lipideos 6-8 Acido aspirtico 61

Carboidratos 15-25 Cistina 6
Minerais (cinzas) 7-13 Acido glutdmico 91
Fibras 8-10 Glicina 32
Histidina 10

Vitaminas Mg.kg™! Isoleucina 35

2,33.10°

Provitamina A IU kg™ Leucina 54
B-caroteno 1400 Lisina 29
Vitamina E 100 Metionina 14
Tiamina B-1 35 Fenilanina 28
Riboflavina B-2 40 Prolina 27
Niacina B-3 140 Serina 32
Bitamina B-6 8 Treonina 32

Fonte: Belay, 1997.
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Tabela 5. Propriedades quimicas da biomassa seca de Arthrospira
(Conclusao).

-1

Vitaminas Mg.kg” Aminoacidos g.kg
Vitamina B-12 32 Triptofano 9
Inositol 640 Tirosina 30
Acido félico 0.1 Valina 40
Biotina 0.05
) Acidos graxos
Acido pantoténico 1.0 essenciais g Kg"!
Vitamina K-1 22 Acido linolénico 8
Acido y-linolénico 10
Minerais Mg.kg'1
Cilcio 7000 Pigmentos g Kg'!
Cromo 2.8 Carotendides 3.7
Cobre 12 Clorofila 10
Ferro 1000 Ficocianina 140
Magnésio 4000
Unidade.kg’
Manganés 50 Enzimas !
Superéxido
Fésforo 8000 dismutase 1500000
Potéssio 14000
Sédio 9000
Zinco 30

Fonte: Belay, 1997.
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Tabela 6. Propriedades fisicas da biomassa seca de Arthrospira sp.

Propriedades fisicas Descricao
Aparéncia P6 fino
Cor verde-azulado escuro
Odor e sabor suave de alga marinha

Densidade da biomassa 0.35-0.55 kg.L"!
Fonte: Belay, 1997.

As propriedades farmacoldgicas de substancias como o acido A-
linolénico e polissacarideos também foram citadas em vdrios estudos
cujos resultados indicam um grande potencial. Sdo citados efeitos de
estimulacdo do sistema imunoldégico e da microbiota intestinal; redugdo
do colesterol e de nefrites; efeito inibitério na replicagdo de vérios
virus, além de propriedades terapéuticas no tratamento de
hiperlipidemia, tumor bucal, hipertensdo, efeitos téxicos de radiacdes,
obesidade e diabetes; atribuindo a esta cianobactéria um conjunto de
propriedades  que  dificilmente = podem  ser  encontradas
concomitantemente em um Unico produto natural. Apesar de ser
indicada como auxiliar em dietas que requerem diminuicdo da ingestdo
caldrica, por conter substincias que parecem prolongar o tempo de
transito gastrico e produzir sensa¢do de saciedade, estudos apontaram
apenas uma discreta reducdo no peso corporal de individuos que
consumiram tabletes de Arthrospira, as curvas de peso corporal dos
grupos experimental e controle ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante (ARAIjJO, K. G. L.; FACCHINETTI, A.
D.; SANTOS, 2003). As ficobiliproteinas, além de utilizadas como
pigmentos naturais em alimentos e cosméticos, também possuem
propriedades terapéuticas, devido sua propriedade anti-oxidante. Sao
utilizadas como marcadores fluorescentes em superficies celulares. E a
fonte de 4cido y-linolénico, que demonstrou reduzir a quantidade de
lipoproteinas em pacientes com hipercolesteromia e reduzir os sintomas
da sindrome pré-menstrual (ANTELO; COSTA; KALIL, 2008).
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2. Otimizacao de um meio de cultura a base de concentrado de
dessalinizacao para Arthrospira (Spirulina) platensis.

*Parte deste capitulo foi submetido para publicagdo na revista
Bioresource Technology como artigo cientifico intitulado: Culture
medium optimization for Arthrospira platensis based on concentrated
brackish water from a desalination plant.
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Otimizaciao de um meio de cultura, a base de concentrado de
dessalinizacao, para Arthrospira platensis.

Resumo

A dessaliniza¢do é um método de obtencdo de dgua potdvel limitado
pelos problemas ambientais causados pelo residuo gerado em seu
processo. O objetivo deste trabalho foiaplicd-lo como base para um
meio de cultura para Arthrospira platensis. Foram avaliados os efeitos
da variacdo da concentracdo e da fonte de nutrientes adicionados ao
meio de cultura no crescimento desta microalga. Foi necessério
abrandamento do residuo por adicdio de Na,CO; (6,09 g.L'") de e
posterior diluicdo a 50 % do residuo a fim de evitar a precipitacdo de
minerais no meio de cultura. As maiores concentracdes de biomassa
foram obtidas adicionando-se (g.L'l): K,HPO,, 0,752; Na,SO,, 1,8 g.L'1
e CO(NH,),, 0,57 g.L'l, segundo andlise de superficie de resposta, a
uma base composta de (g.L'1): NaHCO;,15,15; Na,CO;, 8,89; KNO;,
1,00, slolugﬁo de micronutrientes (1 mL.L'l) e solugdo de Fe-EDTA (1
mL.L").

1 Introducio

As tecnologias de dessalinizacdo sdo métodos de obtencdo de
dgua potdvel que surgiram para disponibilizd-la a populacdes
estabelecidas em regides dridas e semi-dridas, devido as dificuldades
para implantar métodos convencionais. Surgida na década de 1980, a
osmose inversa firmou-se como um dos principais métodos de
dessalinizacdo de dgua salobra subterrinea (MOHAMED; MARAQA,
AL-HANDHALY, 2005).

Todo método de dessalinizacdo € limitado pelos residuos
produzidos deste processo, devido tanto aos custos envolvidos no
tratamento e final adequado, quanto aos impactos causados quando
lancados no meio ambiente, principalmente em plantas de larga escala.
Na dessalinizacdo de d4gua subterranea realizada em regides
continentais, o concentrado € geralmente canalizado para tanques de
evaporag¢do, injetado em pogos profundos, ou despejado no solo. Essas
medidas causam contaminagio do solo, e possivelmente da prépria fonte
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subterrinea, pelos varios agentes quimicos utilizados no pré-tratamento
e produtos utilizados na limpeza das membranas. Uma estratégia para
evitar esses problemas € a diversificagdo da produgdo dessas estacdes de
tratamento, a fim de evitar o lancamento do concentrado no solo e obter
outros produtos de valor agregado a partir do concentrado de
dessalinizacdo (AL-HANDHALY; MOHAMED; MARAQA., 2005;
MOHAMED; MARAQA, AL-HANDHALY, 2005; NICOT;
CHOWDHURY, 2005; RAVIZKY; NADAYV, 2007).

Dentre essas estratégias hd possibilidade de empregéd-lo como
base para um meio de cultura para producdo de microalgas do género
Arthrospira. Combinando-se a alta alcalinidade e salinidade do
concentrado com as altas temperaturas e irradiacdo solar tipicas das
regides onde a dessalinizacio de dgua salobra subterranea € realizada,
obtém-se as caracteristicas fisicas basicas para o desenvolvimento desta
microalga (FRITZMANN et al., 2007). Seu alto valor comercial deve-se
aos diversos usos de sua biomassa, desde sua aplicagdo na racdo animal
(principalmente em agqiiicultura) e nutricio humana, até aplicacdes em
tecnologias de biorremediacdo, na inddstria de cosméticos e
farmacéutica (VONSHAK; RICHMOND, 1988; OLAIZOLA, 2003;
CHEN et al., 2006; FRITZMANN et al., 2007).

Virios fatores devem ser observados para obter custo-efetividade
em uma producdo em larga escala de microalgas, tais como o custo do
terreno, da méo de obra, da energia, o clima da regido e a biologia da
alga (BOROWITZKA, 1999). Arthrospira sp. geralmente é produzida
como uma monocultura em sistemas abertos de cultivo em massa, no
qual o meio de cultura empregado constitui uma parcela significante dos
custos envolvidos em sua produ¢dao (RAOOF; KAUSHIK; PRASANNA
2006). Portanto o desenvolvimento de meios de cultura de baixo custo
tornou-se uma importante drea de estudo, resultando em um grande
nimero de meios de cultura obtidos a partir de varios tipos de residuos e
fontes alternativas de nutrientes (MITCHELL; RICHMOND, 1988;
ANAGA; ABU, 1996; OLGUIN et al., 2001; ANDRADE; COSTA,
2007; BERTOLDI; SANT’ANNA; OLIVEIRA, 2008).

Dentre os macronutrientes necessdrios para o cultivo em massa
desta microalga estd o nitrogénio. As fontes convencionais deste
nutriente sdo os nitratos, entretanto demonstrou-se que a substituicdo
dessas fontes por uréia (CO(NH;),) leva a um aumento na produgdo de
biomassa e do seu contetido de clorofila. Sua assimila¢do é facilitada
provavelmente devido sua hidrélise espontanea para amdnia em meio
alcalino (DANESI et al., 2002) ou pela acdo da urease. Quando ambos
nutrientes, amoOnia e nitratos, estdo presentes no meio de cultura, a



61

amonia € preferencialmente assimilada. Porém, a amonia pode ser téxica
para A. platensis quando presente a altas concentragdes. Portanto sua
adicdo deve ser realizada através de uma determinada taxa de adigfo,
adequada a taxa de utilizacdo de uréia por este microrganismo
(RANGEL-YAGUTI et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um meio de cultura para
producio de A. platensis a base de concentrado de dessalinizacdo, a fim
de obter uma producio de baixo custo e evitar os impactos ambientais
decorrentes do lancamento do concentrado de dessalinizagdo no meio
ambiente.

2 Material e métodos
2.1 Microrganismo e condicoes de cultivo

A cepa utilizada de Arthrospira platensis foi cedida pela
Universidade de Sao Paulo/USP, Brasil.

O cultivo inicial foi mantido a 30 °C, sob iluminag¢ado de 7,0 Klux
fornecida por lampadas fluorescentes (Osram Universal, 40 W) com
fotoperiodo de 12 horas em fotobiorreator de 2000 mL em meio Paoletti
(FERRAZ; AQUARONE; KRAUTER, 1985) contendo (g.L’l): NaCl,
0,92; Na,SO,, 1,88; K;HPO,, 0,50; Na,CO;, 8,89; NaHCO;, 15,15;
CaCl,.2H,0, 0,05; KNOs, 2,57; MgS0,.7H20, 0,25; 1,0 mL.L" de
solu¢do de micronutrientes contendo (g.L'l): H;BO;3, 2,86; MnSO4.H,0,
1,54; ZnSO,.7H,0, 0,22; NaM00,.2H,0, 0,39; CuS0,.5H,0, 0,079 e
CoCl,.6H,0, 0,038) ¢ 1,0 mL.L" de solu¢io Fe-EDTA (EDTA-Na,,
29,8; FeS0,4.7H,0, 24.,9), com pH final a 9,5. A agitacdo dos cultivos
foi realizada por injecao continua de ar.

2.2 Planejamento experimental

O planejamento experimental foi realizado através da
metodologia de delineamento central composto com trés fatores
(MONTGOMERY, 1991). Foi avaliado o efeito da concentragdo de 3
nutrientes: sulfato de sédio, uréia e fosfato de potdssio dibdsico (X;, X
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e X;. respectivamente, Tabela 1) adicionados ao meio de cultura na
producdo de biomassa de A. platensis. Empregou-se uma regido
experimental de 5 niveis (concentracdes dos nutrientes; valores
codificados -1,68179; -1; 0; +1 e +1,68179; Tabela 1). O ponto central
(0) foi replicado 4 vezes para estimativa do erro experimental,
totalizando os 18 ensaios expressos na Tabela 1. Os experimentos foram
realizados aleatoriamente. Os valores codificados foram transformados
para os valores reais segundo a Equagao 1.

Xj = (Xj—Xp)/AX; Equacdo (1)

Onde x; € o nivel codificado, X; € o valor real da concentragido do
nutriente, X, € o valor real da concentragio ao ponto central, e Ax; € o
valor do intervalo entre o ponto central e os niveis +1 e -1 (NAWANI;
KAPADNIS, 2005).

A regido experimental estudada de fosfato de potdssio dibdsico
(K,HPO,) e de sulfato de s6dio (Na,SO,) foi determinada fixando-se as
concentra¢des utilizadas no meio Paoletti como pontos centrais (nivel
0), e empregando Ax; de 0,15 para K,HPO, e de 0,20 para Na,SOy.

Os niveis de CO(NH;),, bem como sua forma de adicdo, foram
determinados segundo protocolo descrito por Matsudo (2006) e Danesi e
colaboradores (2002). Estipulou-se como ponto central a concentra¢ao
total de 0,5 g.L”', concentragdo que resultou nos melhores produgdes de
A. platensis segundo Danesi e colaboradores (2002). Os demais niveis
foram determinados aplicando-se Ax;de 0,045 g.L”! 2 Equagdo 1.

Para evitar o acimulo de amoénia no meio de cultura, os valores da
concentracdo total foram adicionados de maneira fracionada, onde a
massa inicial para todos os ensaios foi de 0,08 g.L”' (DANESI et al.,
2002). A partir do segundo dia de cultivo seguiu-se uma taxa didria de
adicdo até a concentragdo total calculada para cada nivel até o décimo
dia, como expresso na Tabela 2:
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Tabela 1. Matriz de delineamento central composto, constituida de 3 fatores em 5 niveis.

Valores codificados (I ) Valores naturais (x , em g.L™)
Experimento X X> X; Na,S0, CO(NH,), K;HPO,
1 -1 -1 -1 1,680 0,455 0,350
2 -1 +1 -1 1,680 0,545 0,350
3 +1 -1 -1 2,080 0,455 0,350
4 +1 +1 -1 2,080 0,545 0,350
5 -1 -1 +1 1,680 0,455 0,650
6 -1 +1 +1 1,680 0,545 0,650
7 +1 -1 +1 2,080 0,455 0,650
8 +1 +1 +1 2,080 0,545 0,650
9 0 0 - 1,68179 1,880 0,500 0,248
10 0 0 +1,68179 1,880 0,500 0,752
11 - 1,68179 0 0 1,544 0,500 0,500
12 +1,68179 0 0 2,216 0,500 0,500
13 0 - 1,68179 0 1,880 0,424 0,500
14 0 +1,68179 0 1,880 0,575 0,500
15 0 0 0 1,880 0,500 0,500
16 0 0 0 1,880 0,500 0,500
17 0 0 0 1,880 0,500 0,500
18 0 0 0 1,880 0,500 0,500

Combinacdes dos diferentes niveis de concentracdo de nutrientes. Delineamento obtido através do software STATISTICA 7.0
(STATSOFT, 2004), aplicando-se 3 fatores (X;, X, e X3) e 5 niveis (pontos centrais: 0; pontos axiais: -1,68179; +1, 68179; +1 e -1, que
distancia-se a um valor o (Eq. 2) do ponto central).
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Tabela 2. Protocolo para adi¢io de uréia.

Massa inicial (2.1") Massa adicionadla; ;liariamente (gL' Massa t?)tal (g.L' Nivel codi;f)icado (gLl
0,08 0,0550 0,575 +1,68179
0,08 0,0516 0,545 +1
0,08 0,0466 0,500 0
0,08 0,0416 0,455 -1
0,08 0,0382 0,424 -1,68179

* Massa adicionada a partir do segundo dia, durante 10 dias.
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2.3 Procedimento experimental

As amostras de concentrado de dessaliniza¢do utilizadas no
presente trabalho sdo provenientes de uma planta de dessalinizacdo de
dgua salobra subterranea situada no municipio de Sdo Jodo do Cariri,
localizado na Microrregido Sao Jodo do Cariri e na Mesorregido
Borborema do Estado da Paraiba. Sua drea € de 702 km? e sua sede tem
uma altitude aproximada de 458 metros, a 186,6 Km da capital do
estado, Jodo Pessoa. (BELTRAO et al., 2005). O perfil quimico desta
amostra consta no Apéndice A.

Devido a dureza do residuo utilizado foi necessdrio o
abrandamento prévio a adicdo de nutrientes. O método de abrandamento
utilizado foi por adi¢do de carbonato de sddio (Na,COj;). Para definir a
concentragdo necessdria para reduzir a dureza do residuo até o valor de
1000 mg.L'1 de CaCOs/L (valor mdximo de dureza total do residuo no
qual ndo acorreu precipitacdo de nutrientes), uma curva relacionando
concentracdes de Na,CO; e de dureza do residuo foi construida,
expressa na Figura 1. As andlises de dureza foram realizadas segundo
metodologia LANARA, XXIII - 2.

Segundo a funcdo obtida desta curva, aplicou-se a concentracdo
de Na,CO; relativa a dureza de 2.000 mg.L’1 de CaCO3.L’1. Em seguida
separou-se o sobrenadante, o qual foi diluido a 50 % em &dgua destilada,
chegando a dureza final de 1000 mg de CaCOs.L". A diluicdo apés o
abrandamento foi adotada a fim de reduzir a quantidade de Na,COj;
necessdria para o processo.

Esta solucdo foi suplementada com bicarbonato de sédio (15,15
g.L'"), carbonato de sédio (8,89 g.L'"); nitrato de potdssio (1 g.L™"),
solucdo de micronutrientes (1 mL.L'l) e solucdo de Fe-EDTA (1 mL.L"
1) descritas no item anterior.

Volumes de 300 mL foram distribuidos em erlenmeyers de 1 L.
Em seguida, adicionaram-se os nutrientes avaliados: K,;HPO,4, Na,SO, e
CO(NH,); nas concentragdes estabelecidas pelo planejamento
experimental (Tabela 1).

Os experimentos foram realizados sob as mesmas condi¢des de
temperatura e ilumina¢io do cultivo inicial, com 15 % de inéculo e
tempo de cultivo de 12 dias.

A concentragdo celular foi determinada diariamente por medida
de absorbancia a 560 nm (espectrofotdmetro Spectrum SP-2000 UV).
Os valores de absorbancia obtidos foram convertidos em biomassa seca
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(gljl) através de uma curva de calibracdo de um cultivo com a
formulacdo do ponto central. O valor da varidvel dependente foi a
biomassa seca (g.L™") produzida apés 12 dias de cultivo.

3 Resultados e discussao

A Figura 1 mostra a relacdo entre diferentes concentracdes de
Na,COj; e dureza total do concentrado de dessalinizagdo, obtido através
do programa STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2004).
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3200 G

3000
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Figura 1: Relacdo entre concentracio de Na,CO; e dureza total do
concentrado de dessalinizacdo.

Segundo a curva da Figura 1, a relacdo entre diferentes
concentra¢des de Na,COj; e dureza total do concentrado segue a seguinte
funcio:
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¥ =5303,6 — 541,9.x Equacdo (2)

Onde y é a dureza total estimada do concentrado e x € a
concentracdo de Na,CO;. Assumindo-se Y = 2000, obtemos x = 6,09
g.L'l.

Propds-se que o efeito das diferentes combinagdes de niveis dos
nutrientes fosfato de potdssio dibdsico, sulfato de sédio e uréia,
adicionados ao meio base para producdo de biomassa de A. platensis
segue o modelo de regressdo de segunda ordem segundo a Equagéo 3:

y-= b() + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 + b11X12 +
2 2 ~
+b2:x;" + b3sxs Equacdo (3)

Onde Y é a varidvel dependente (biomassa de A. platensis
produzida em 12 dias), by € a constante do modelo, b; corresponde ao
coeficiente dos efeitos lineares, by sdo os coeficientes das interacdes
entre os fatores e b;; corresponde ao coeficiente dos efeitos quadraticos.
Os coeficientes foram calculados por andlise de regressdo e a sua
significancia foi verificada pela andlise de varidncia (ANOVA).

A Tabela 3 mostra os valores estimados da biomassa produzida
apods 12 dias em cada experimento.
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Tabela 3. Biomassa estimada de A. platensis ap6s 12 dias de cultivo no meio a base de concentrado de
dessalinizacdo* adicionados dos fatores (nutrientes) referentes aos tratamentos aplicados.

Fatores Resposta
Experimento CO(NH,), K>HPO, Na,SO, Biomassa (g.L'l)
1 0,455 0,35 1,68 0,885
2 0,545 0,65 1,68 1,028
3 0,455 0,35 1,68 1,119
4 0,545 0,65 1,68 1,103
5 0,455 0,35 2,08 1,104
6 0,545 0,65 2,08 1,188
7 0,455 0,35 2,08 1,165
8 0,545 0,65 2,08 1,308
9 0,500 0,50 1,544 1,117
10 0,500 0,50 2,216 1,247
11 0,500 0,50 1,88 0,919
12 0,500 0,50 1,88 1,150
13 0,424 0,248 1,88 0,891
14 0,575 0,752 1,88 1,114
15 0,500 0,50 1,88 1,185
16 0,500 0,50 1,88 1,141
17 0,500 0,50 1,88 1,183
18 0,500 0,50 1,88 1,173

* meio base: 4gua do concentrado de dessalinizacdo abrandada (6,09 gAL'1 Na,COs) diluida em dgua destilada (1:1), adicionada de (g.L’l):
NaHCO;, 15,15; Na,CO;3, 8,89; KNO;, 1,00; solugdo de micronutrientes (1 mL.L’l) e solugdo de Fe-EDTA (1 mL.L"Y).
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A Tabela 4 mostra a andlise de variancia dos coeficientes obtidos
pela anélise de regressdo. Observa-se efeito significativo (p < 0,05) dos
3 nutrientes avaliados, sendo que a concentracdo de K,HPO, apresentou
apenas efeito linear, enquanto as concentragdes de CO(NH,), e Na,SO,
apresentaram efeitos lineares e quadraticos na producdo de biomassa de
A. platensis cultivadas sob as condicdes estabelecidas. Nido houve
interacdo significativa entre os fatores. O modelo ajustado para a
biomassa produzida (¥) em fungédo dos fatores significativos da Anélise
de Variancia (ANOVA) estd expresso na Equacio 4:

y = 1,18 + 0,13X1L - 0,08X1Q + 0511X2L - O,IOXZQ + 0’12X3L Equagfio (4)

Onde ¥ ¢ a biomassa produzida estimada de A. platensis; X; X, e
X3 sdo respectivamente as concentracdes de Na,SO4, CO(NH,), e
K,HPO,, L representa o efeito linear e Q representa o efeito quadratico.

A partir deste modelo, as concentragdes Otimas dos nutrientes
necessdrias para a maior produgdo de biomassa de A. platensis na regido
experimental estudada, foram representadas em graficos de superficie de
resposta. Esse estudo auxilia na determinacdo dos valores de
concentragdo de nutrientes onde ocorre a melhor resposta desejada:
producdo mdxima de biomassa.
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Tabela 4. Andlise de variancia dos valores de biomassa obtidos apds os tratamentos aplicados

Fator adados O médio F p
(1) NaxSO4 0,056507 1 0,056507 21,77974 0,001609°
Na:SO; @) 0,018504 1 0,018504 7,13218 0,028335"
(2) CONHy),q, 0038293 1 0,038293 14,75963 0,004934°
CONHy), (o, 0,030942 1 0,030942 11,92611 0,008651"
(3) KoHPO, 1 0,052751 1 0,052751 20,33227 0,001978"
K,HPO, (o, 0,002459 1 0,002459 0,94770 0,358817
(1) (L)/(2) (L) 0,001250 1 0,001250 0,48179 0,507262
(1) L)/ 3) (L) 0,002048 1 0,002048 0,78937 0,400214
2)(L)/(3) (L) 0,001250 1 0,001250 0,48179 0,507262
Erro 0,020756 8 0,002594
Total SS 0,226499 17

Sendo: L = efeito linear; Q = efeito quadratico; GL = grau de liberdade.
* = diferenca significativa (p < 0,05)
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A Figura 2 apresenta uma andlise de superficie de resposta da
producdo de biomassa em funcdo da concentracdo de K,HPO, e
CO(NH;),. Os griéficos A, B, C, D e E demonstram o efeito destes dois
nutrientes sob quantidades crescentes de Na,SO,4. Dessa forma houve
um aumento da biomassa de 1,2 para 1,3 gL' de biomassa a0 aumentar
a concentracdo de Na,SO, de 1,544 (Figura 1A) para 1,68 gL' (Figura
1B). Concentragdes acima de 1,68 g.L'1 ndo causaram aumento de
producdo, uma vez que os valores mdximos de biomassa se mantiveram
em 1,3 g.L"' nos 3 niveis seguintes estudados (Figura 1 C — E).

A producdo de biomassa foi diretamente proporcional a
concentra¢do de K,HPO,, evidenciando o efeito linear deste nutriente.
Desta forma as maiores produgdes ocorreram sob a maior concentragdo
de K,HPO, aplicada (0,752 g.L'l).

A concentragdo 6tima de CO(NH,), para a resposta estudada
situou-se préxima a 0,5 gL, estando de acordo com os resultados
obtidos por Danesi e colaboradores (2002). A queda na producdo de
biomassa observada a concentracdes acima da 6tima para este nutriente
pode ser explicada devido a hidrélise em amdnia quando CO(NH,),
encontra-se em meio alcalino. Apesar de ser a fonte preferencial de
nitrogénio para esta microalga, a amonia apresenta efeito téxico quando
em concentracdes acima de O,6g.L'1 (DANESI et al., 2002; RANGEL-
YAGUI et al., 2004).
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A figura 3 apresenta os resultados da andlise de superficie de
resposta da producdo de biomassa de A. platensis em funcdo da
concentracdo de Na,SO; e CO(NH;), no meio de cultura. A curva
observada nos graficos, em relacdo ao aumento da concentracdo de
Na,SO4, demonstrou a mesma situagdo observada na Figura 2. A
producdo aumenta nos primeiros niveis de concentragdo estudados
(aproximadamente 1,8 g.L'1 Na,S0,), permanecendo estacionada nos
niveis conseguintes, evidenciado pela regido plana dos gréificos da
Figura 2.

Os diferentes niveis de K,HPO, estdo representados nos
graficos da Figura 3 A — E. A cada nivel de K,HPO, adicionado ao meio
de cultura ocorre um aumento nos valores maximos de biomassa,
apontadas na legenda de cada grafico. Esse comportamento estd de
acordo com as curvas obtidas em relacdo ao aumento da concentracao
deste nutriente (Figuras 2 e 4), a producdo de biomassa foi diretamente
proporcional a concentragdo de K,HPO,, caracterizando seu efeito
linear.
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A Figura 4 demonstra a andlise de superficie de resposta da
producdo de biomassa de A. platensis em funcdo da concentragdo de
Na,SO, e K;HPO, no meio de cultura. Os diferentes niveis de CO(NH,),
estdo representados pelos graficos da Figura 3 A — E. Assim como a
concentra(];ﬁo 6tima de CO(NH;), nas Figuras 1 e 2 manteve-se proxima
a 0,5 gL', a Figura 3 também demonstra que até esta concentracio os
valores maximos de biomassa, representados na legenda de cada gréfico,
aumentam (Figura 3 A — C). A partir desta concentracio esses valores
permanecem em 1,3 g.L”' (Figura 3 C — E).
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O estudo demonstrou que em relagdo ao K,HPO,, a regido de
produgio méxima de biomassa ocorreu préxima a 0,752 gL' em todas
as situacdes avaliadas. Isso € devido ao efeito linear apresentado por
esse nutriente na biomassa produzida. Como conseqiiéncia deste efeito,
as maiores concentracdes de KoHPO, utilizadas estdo relacionadas aos
melhores resultados de obtengdo de biomassa, supondo-se que
resultados melhores sejam obtidos com concentra¢des ainda mais altas
deste nutriente.

A concentracdo de CO(NH,), que representou maior produgao foi
0,5 g.L'l. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por DANESI
e colaboradores (2002) e RANGEL-YAGUI e colaboradores (2004).
Quedas bruscas de produc@o ocorreram a concentragdes abaixo desta
devido a escassez deste nutriente, € concentragcdes maiores mostraram-se
situadas em uma regido de menor curvatura dos grificos onde se
observa uma tendéncia a queda nos valores de biomassa produzida. A
necessidade de manter esta concentragdo de CO(NH,), esta relacionada
a toxicidade da amonia produzida por hidrdlise da uréia no processo de
cultivo. Seguindo RANGEL-YAGUI e colaboradores (2004),
concentra¢des de CO(NH,), acima de 0,6 g.L'1 causam o acimulo de
amonia a niveis toxicos. No presente estudo detectou-se uma tendéncia
de queda na produgdo de biomassa a valores abaixo deste, que pode ser
decorrente do conteddo de amodnia existente no concentrado de
dessalinizacao.

Quanto ao Na,SO,, as concentracdes situadas na regido de
produtividade maxima foram préximas a 1,8 g.L". Esta concentracio é
préxima 2 utilizada no meio Paoletti (1,88 g.L'"), sendo que este estudo
demonstrou que o aumento da concentracdo deste nutriente ndo resultou
em maior producio de biomassa.

A andlise de varidncia mostrou que os fatores estudados sdo
independentes, por isso as concentragcdes 6timas estipuladas para cada
nutriente permaneceram as mesmas independente da concentracdo dos
demais nutrientes estudados.

4. Conclusoes

Para viabilizar a utilizacdo do concentrado de dessalinizacdo
como base para um meio de cultura para Arthrospira platensis foi
necessario o abrandamento do mesmo. O método de abrandamento
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selecionado foi a adi¢do de carbonato de sédio (Na,CO;), onde uma
curva relacionando diferentes concentracdes de Na,CO; e de dureza total
do residuo definiu que a concentracdo de 6,05 g.L "' deste composto
reduziu a dureza total até o nivel onde ndo ocorreu a precipitacdo dos
nutrientes posteriormente adicionados.

As concentragdes 6timas (K;HPO,, 0,752 g.L'l; Na,SO,, 1,8 g.I
e CONH,),, 0,5 g.L'l) adicionadas ao meio de cultura a base de
concentrado de dessaliniza¢do, obtém-se a maior producdo de biomassa
de A. platensis, a partir de sob as condi¢des estudadas. Estudos
posteriores sdo necessarios a fim de quantificar os nutrientes presentes
no meio residual, para que seja possivel reduzir as concentracdes
utilizadas, visando uma produ¢do mais custo efetiva.

1
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APENDICE

APENDICE A - Perfil quimico da amostra de concentrado de
dessalinizagdo utilizada como base para o meio de cultura (mg.L™).



Determinagédo Concentracdo
Boéro 1,95
Cloro 7742,0
Cobre 0,022
Dureza Total (mg CaCO3.L'1) 5361,0
Enxofre < 0,02
Ferro < 0,05
Fésforo 0,150
Magnésio 578,50
Manganés 0,028
Molibdénio 0,01
Nitratos 12,7
Nitritos < 0,03
Potassio 8,4
Sulfatos 680,0
Sédio 3300,0
Zinco 0,02

Método analitico: APHA, 1998.
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