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PRODUGAO DE CIANOBACTERIA EM REATOR ALTERNATIVO DE POLITEREFTALATO DE ETILENO (PET)
EM QUATRO CORES DIFERENTES

PRODUCTION OF CYANOBACTERIA IN ALTERNATIVE REACTOR POLYETHYLENE TEREPHTHALATE (PET)
IN FOUR DIFFERENT COLORS

Jéssica Mazetto de Araujo’, Regina de Oliveira Moraes Arruda?

RESUMO

Neste trabalho sera realizada a produgédo da cianobactéria em reatores alternativos, tipo garrafa de Politereftalato
de etileno (PET) em quatro cores diferentes, para verificar se ha influéncia da cor no crescimento. O experimento
foi feito em duplicata para (oito garrafas com quatro cores diferentes de garrafa PET) no decorrer de 22 dias, teve
influéncia igual da luz sobre todas as garrafas, agitagdo na mesma velocidade e mesmo aquecimento dentro da es-
tufa, com mesma quantidade de meio de cultura e indculo para todas as garrafas. A Arthrospyra (Spirulina) sp teve
diferente nivel de crescimento em cada cor diferente de garrafa de Politereftalato de etileno (PET). A coloragéo dos
reatores afeta o crescimento e o desenvolvimento da Arthrospyra (Spirulina). Entre as quatro coloragdes de reatores
estudadas a de cor vermelha € a mais eficiente na producao de Arthrospyra (Spirulina). A cor vermelha atingiu um
pico maior de crescimento e seu tempo de vida se mostrou maior, portanto a cor vermelha mostrou exercer influén-
cia sobre o crescimento da Arthrospyra (Spirulina) sp, podendo assim vir a ser utilizada na produgéo em alta escala.

PALAVRAS-CHAVE: Arthrospyra (Spirulina) sp. Fermentacéo. Bioprocesso.

ABSTRACT

In this study, we conducted the production of cyanobacteria in alternative reactors, type of polyethylene terephthalate
bottle (PET) in four different colors, to check the influence of color on growth. The experiment was performed in du-
plicate (eight bottles with four different colors of PET bottles) during 22 days, all bottles had the same light influence,
the same stirring speed and the same heat inside the greenhouse, with the same amount of culture medium and in-
oculum for all the bottles. The Arthrospyra (Spirulina) sp had a different level of growth in each different polyethylene
terephthalate (PET) bottle color. The coloring of the reactors affects the growth and development of Arthrospyra (Spi-
rulina). Among the four colorings reactors studied, the red color is the most efficient in the production of Arthrospyra
(Spirulina). The color red has reached a higher growth peak and its lifetime was larger, so the red color exerted an
influence on the growth of Arthrospyra (Spirulina) sp, may come to be used in large-scale production.
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INTRODUGAO

A microalga Arthrospyra (Spirulina) era utilizada
como producdo de alimento pelos povos antigos que
habitavam em margens de lagos da Africa e do México
(VONSHAK, 1997)

Algas tém sido usadas como alimento humano,
desde épocas imemoraveis, em varias partes do mun-
do: india, China, México, América do Norte, Japao, Peru
e outras. Talvez as mais antigas e primitivas formas de
vida na terra. Foram encontrados microrganismos fossi-
lizados cerca de 3,5 bilhdes de anos (SATO, 2009).

As microalgas pertencem a um grupo heterogéneo,
sédo aquaticas e geralmente unicelulares apresentando
a mesma composicao quimica em toda a biomassa, sua
caracteristica tem a presenga de pigmentos, as micro-
algas sao compostas de espécies eucaridticas ou pro-
caridticas, desde o periodo em que surgiram no planeta
(RAVEN; EVERT; EICHHOM, 2001). A microalga cres-
ce naturalmente (HENRIKSON, 1994), sua vantagem
€ a rapidez como elas se reproduzem (BOROWITZKA,
1995).

Arthrospyra (Spirulina) pertence a divisao Cya-
nophyta, algas verde-azuladas, também chamadas de
cianobactérias. Pertence a classe das cianoficeas. Sua
coloracédo verde escura deve-se aos pigmentos natu-
rais: clorofila (verde), ficocianinas (azul), e carotenoides
(laranja). E um alimento de facil digestéo, rapidamente
absorvido e com a capacidade de proteger 0 nosso or-
ganismo. A Arthrospyra (Spirulina) se concentra B-caro-
teno cerca de 10 vezes mais que a cenoura, além de
rica fonte de vitaminas do complexo B (SILVA; MURA,;
AYOUB, 2007).

Arthrospyra (Spirulina) pode ser produzida a partir
de 4gua do mar, de lagos salino ou de aguas oriundas
de sistemas de tratamento de efluentes. Como as cia-
nobactérias sdo microrganismos fotossintetizantes, a in-
fluéncia da incidéncia de luz nos cultivos mostrou-se de
extrema importancia (HENRIKSON, 1994).

A Arthrospyra (Spirulina) tem grande interesse nu-
tricional para a producdo de biomassa, possuem um
elevado teor protéico (60- 65% para biomassa de Ar-
throspyra (Spirulina)) (SATO, 2009). Também estéo pre-
sentes outros fito nutrientes, como acido graxo essen-
cial &cido y-linolénico [GLA], antioxidantes, sulfolipides,
glicolipides e polissacarideos (SILVA; MURA; AYOUB,
2007).

OBJETIVOS

Producao de cianobactéria (Arthrospyra (Spirulina)
platensis) em reator alternativo, tipo garrafa PET, em
quatro diferentes cores. - Producao de cianobactéria em
reator alternativo usando o meio padrao Paoletti (1975).

Verificar a viabilidade de produgao da cianobacté-
ria em reator alternativo (garrafa pet.).

REVISAO DA LITERATURA

A Arthrospyra (Spirulina) platensis € uma micro-
alga filamentosa que habita em Varios lugares como
“solo, areais, pantanos, lagos alcalinos, dgua salobras,
marinhas doces”. Através da fotossintese, converte os
nutrientes em matéria celular e também libera oxigénio
(BERTOLIN et al., 2005).

Esta microalga pertence ao grupo Cyanobacte-
rium, Sdo organismos unicelulares fotoautétrofos (as
células obtém energia da luz e do carbono e o carbono
do co2 do ar produzindo entao, através da fotossintese,
suas biomoléculas) (ARRUDA et al., 2009; FRANCO et
al., 2013).

Atualmente, utiliza-se Arthrospyra (Spirulina) pla-
tensis, como suplemento alimentar e também como um
complemento nutricional (BRASIL, 1995).

A Arthrospyra (Spirulina) também tem suas vanta-
gens no que se trata de propriedade de saude. Carac-
teristicas da Arthrospyra (Spirulina), “funcionais podem
ser classificados em grupos tais como”: alimentos sulfi-
cados e nitrogenados, pigmentos, prébioticos e prébio-
ticos, vitaminas e fibras, proteinas, lipidios, acido gra-
xos e compostos fendlicos. Essas caracteristicas da
Arthrospyra (Spirulina) tém aplicagdes clinicas podendo
ter o seu efeito terapéutico em: Hiperlipidenia, Obesida-
de, Diabéticos Mellitus, Sistema Imunolégico, Hiperten-
sao Arterial, Toxicidade Renal, Radio protetor, Cancer,
Antivirais e o principalmente em Desnutricdo (AMBROSI
et al., 2008). Além de, a Arthrospyra (Spirulina) platen-
sis ser utilizada como suplemento alimentar pelos se-
res humanos ela também se mostrou eficaz em relagcao
a dieta de tilapia (peixe).Uma microalga que tem uma
enorme potencial para enriquecimento, em tilapia (pei-
xe) e Camarao (crustaceo) os alimentos que contenha
racdo com Arthrospyra (Spirulina) platensis, “Foi obser-
vado um aumento na sua resisténcia” ou seja (atividade
fagocitaria) contra as bactérias Vibrio harveyi, Escheri-
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chia coli, Salmonella, Typhimurium, Bacillus subtilis esta
resposta deu-se principalmente a presenca de grupos
lipopolissacariedeos e peptideoglicanos que foi obtidos
através da alimentagdo com a microalga Arthrospyra
(Spirulina) platensis (MOREIRA et al., 2010).

“Durante o século XX’ alguns pesquisadores e
também produtores comerciais desenvolveram varias
tecnologia de cultivo para poder produzir biomassa de
microalgas, por exemplo, a Arthrospyra (Spirulina) pla-
tensis em tanques abertos e em fotobiorreatores fe-
chados. O cultivo dessa microalga esta gradativamen-
te em todo o mundo. A biomassa produzida é utilizada
em diversas aplicagbes como, por exemplo, “producao
de proteina unicelular, lipideos, carotendides, clorofila,
enzimas, ésteres, antibiéticos, hidrocarbonetos e vitami-
nas.” Porém a principal aplicagao da biotecnologia mi-
croalga € na produgao de suplemento alimentar (BER-
TOLDI; SANT'ANNA; OLIVEIRA, 2008).

A cianobactéria do género Arthrospyra (Spirulina)
platensis pode sofrer algumas, variagdes em seu cres-
cimento isso é de acordo com o meio em que é cultiva-
da, utilizando as condi¢des do meio externo. Através da
manipulagcao das condigdes de cultivo pode-se estimular
a biossintese de varios compostos, além de que pode
também controlar estas variaveis, com o intuito de di-
minuir o custo do processo de produgao (MEZZOMO et
al., 2010).

As microalgas elas podem utilizar, como fonte de
nitrogénio o nitrato. Essa biomassa que é produzida
podera ser usada como ragao animal ou produgao de
energia e até mesmo fertilizantes, ou para poder pro-
duzir produtos de quimica fina (SASSANO et al., 2002).

A muitos fatores que pode influenciar o crescimen-
to do género Arthrospyra (Spirulina), entre eles a fonte
de nitrogénio. A falta de nitrogénio pode afetar o cresci-
mento, sendo assim influencia a composicao de lipide-
os e “leva um decréscimo na produgao de ficocianina e
clorofila, ” e consequente perda de suas caracteristicas
de cor verde azulado (SANTOS; MACEDO; ALEGRE,
2003).

O nitrogénio € um elemento muito importante para
o metabolismo das microalgas como Arthorospira, que
contribui muito para a formagéao de proteinas. Com a re-
ducdo na quantidade de nitrogénio no meio de cultura
pode possibilitar que os lipideos e também os carboi-
dratos seja sintetizados preferencialmente porem ja com
o0 aumento na quantidade ou na concentragao de nitro-

génio no meio de cultura pode-se elevar o seu teor de
clorofila na biomassa da microalga. Foi observado que
com o conteudo de clorofila na Arthrospyra (Spirulina)
platensis (que em experimento cuja sua concentragao
de KNO3 variou de 0,003 a 0,1% no seu meio de
cultura) atingiu o teor Maximo de 0,5% no cultivo com
0,1% de KNO3. No entanto em outro estudo, houve uma
reducao da taxa de fotossintética da microalga Chlorella
sp. De acordo com a diminui¢cdo da fonte de nitrogénio
do meio de cultura, a concentragdo de teor de nitrogé-
nio também pode afetar outro composto da microalga.
Quando se utiliza a fonte de nitrogénio que apresenta
a forma de nitrato, a microalga vai realiza um gasto ce-
lular energético e para poder reduzir esse ion o nitrito
através da enzima nitra-redutase. Que posteriormente,
vai ocorrer outra reducao pelo nitrito-redutase gerando
a amoénia que é uma forma de nitrogénio utilizado pela
alga em seu metabolismo. (BERTOLDI; SANT’ANNA;
OLIVEIRA, 2008; MULITERNO et al., 2005).

Depois do carbono o nitrogénio € um nutriente que
contribui para a produgao de biomassa. Uma resposta
tipica da limitacdo de nitrogénio € a sua descoloracéo
das células, ou seja, (diminuigao das clorofilas e um au-
mento de carotendides), e de acumulo de compostos de
carbono inorganico como, por exemplo, polissacarideo,
sua maior parte encontra-se na forma de nitrato NO-3
e muitas vezes na forma de ambnia NH+4 e também
uréia. Ha uma grande variedade de compostos organi-
cos de N que sao utilizados por algas, e que pode servir
cb0 a unica fonte de nitrogénio do N-amdnia é frequen-
temente a N-fonte preferida para os micro-organismos
e a através da assimilacdo do NO-3 ou do NH+4 é que
esta relacionado ao pH dos meios de crescimento. Algu-
mas cianobactérias e capas de utilizar o nitrogénio ele-
mentar pela redugdo do N2 a NH+4, um processo catali-
sado pela nitrogénase da enzima. Embora a quantidade
significativa pudesse ser fixa em uma base extensiva,
tais como plantagdes de arroz ou em ecossistemas na-
turais as quantidades sdo demasiadas para o sistema
de producgdo das algas, da taxa elevada onde N esta
limitada e é altamente improvavel e a N-fixacdo que se
aplicaria somente aos sistemas de produgao extensivos.
A consideragédo importante da biotecnologia das algas
destina-se a obter altos rendimentos e assegurar a fonte
adequada desse nutriente tdo importante (RICHMOND,
2004).
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MATERIAL E METODOS
Materiais

Reator: reator alternativo: garrafa 300 mL de Poli-
tereftalato de etileno (PET), 8 garrafas em 4 cores dife-
rentes, 2 azul, 2 vermelhas, 2 transparentes e 2 verdes,
a cor se deu por 8 garrafas em papel celofane de 4 cores
diferentes.

Estufa: a agitacao ocorreu dentro da estufa (onde
tinha suporte para as garrafas), para manter as células
em suspensao no meio liquido, prevenindo assim a se-
dimentacédo de nutrientes e fornecendo a célula igual
distribuicdo da luz, garantindo assim a homogeneizagéo
da cultura. Neste experimento a agitacdo se deu em
120rpm.

lluminacéo: Artificial (a pesquisa sera desenvolvida
dentro da estufa onde possui suporte para a lampada no
canto esquerdo do alto da estufa). A disponibilidade das
garrafas frente a intensidade da luz se deu em forma de
rodizio, a cada medicdo ocorria a troca de lugares da
garrafa dentro da estufa, assim todas as amostras tive-
ram a mesma influéncia da luz. A temperatura se deu em
30°C e no tempo de 22 dias.

Espectrofotdmetro e Cubetas de 1 cm: verificagao
do crescimento da Arthrospyra (Spirulina). A faixa de
crescimento sera acompanhada através de biomassa
produzida no decorrer dos dias e leituras periodicas em
espectrofotdmetro a 560 nm. A cinética do crescimento
sera feita no periodo de 22 dias.

Foi utilizado, (Espectrofotbmetro microprocessado
Analyser), balanca semi-analitica Gehaka BK 400 I, fu-
nil, Proveta, Pipeta graduada de 1mL e 5mL, Espatula,
Papel manteiga, Celofane, Papel filtro, Erlenmeyer, mi-
crorganismo Arthrospyra (Spirulina) platensis e meio de
cultura.

Método

Inicialmente foi feito o meio de cultura, contendo:
NaHCO3 (1,84g), NaCl (3,76g), Na2S0O4 (1,0g), K2H-
PO4 (17,78g), Na2CO3 (30,30g), CaCl2.2H20 (0,1),
MgSO4 (0,5). Acrescentar 2L de agua para cada meio e
dissolver e apds, colocar 2mL de SOL-Fe.EDTA e SOL
micronutrientes.

Também foi preparada a Solugdo do Fe-EDTA
com: EDTA-Na 29,8g e FeS04.7H20 24,9 g; q.s.p.
H20 para 1000 mL, e a solugdo de microelementos

com (mg/L):

SnCI2.2H20 (304); MnCI2.4H20 (173);
CoCl2.6H20 (194); SeCl2.2H20 (146); BaCl2.2H20
(2.486); LiCl (293); CuS04.5H20 (186); NiSO4.6H20
(717); NaMo0O4.2H20 (121), e H20 (g.s.p. 1000 mL).
Em cada garrafa foi colocado 240mL de meio de

cultura e 10mL de inoculo Arthrospyra (Spirulina) platen-
Sis.

MONTAGEM DO EXPERIMENTO

O experimento foi montado no laboratério por duas

vezes, dentro de uma estufa sob iluminagao, agitacéo a

120rpm e temperatura adequadas de 30°C, as garrafas

foram utilizadas em duplicatas, embrulhadas em papel
celofane de 4 cores distintas. As garrafas de Politeref-
talato de etileno (PET) com 240mL de meio e 10mL de

inéculo, foram colocadas na estufa. O processo fermen-

tativo foi de 22 dias. As amostras foram lidas em Es-

pectro fotbmetro no comprimento de onda de 560nm e

acertado o zero com agua.

RESULTADOS

Os resultados foram verificados através de leitura

de absorbancia no decorrer do experimento (22 dias)
nos diferentes reatores alternativos de Politereftalato de
etileno (PET). Foram estudadas quatro diferentes cores:
transparente, azul, verde e vermelho. Nos quadros 1 e 2
apresentamos as leituras de absorbancia.

Quadro 1. Média de Crescimento da Arthrospyra (Spiru-
lina) sp (absorbancia) no decorrer dos dias dos 22 dias
de experimento em cada cor de reator

Table 1. Average Growth of Arthrospyra (Spirulina) sp
(absorbance) over the days of the 22 days of experiment

in each color of reactor

TEMPO (DIAS)

TRANSPARENTE

AZUL

VERDE

VERMELHO

0

0,077

0077

0077

0077

2

0,222

0,1095

0,163

0139

5

0,8745

03445

02615

0374

9

1,532

06785

03855

0,961

12

1631

0387

1,1035

1,055

15

1,5505

1,425

1,6135

1832

18

1,044

1,3855

1,494

1,4655

22

0,867

1,287

144

1,405
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Quadro 2. Média de Crescimento da Arthrospyra (Spiru-
lina) sp (absorbancia) no decorrer dos dias do 2° experi-
mento em cada cor.

Table 2. Average Growth of Arthrospyra (Spirulina) sp
(absorbance) during the days of the 2nd experiment in
each color.

TEMPO (DIAS) TRANSPARENTE
0 0,047

053

5 0,7965

8 1,4065

9 1,665

14 1513

18 1,045

2 0,7935

AZUL
0,047
034
03905
0,666

VERDE
0,047
0,1205
0231
0,482
1,1515
162
1,5215
1,273

VERMELHO
0,047
04065
06125
1,0265
1,3165
2,005
1,804
1,448

1,064
1,4655

1,408
1,2145

Nos graficos 1 e 2 apresentamos a evolugédo do
crescimento Arthrospyra (Spirulina) platensis ja conver-
tido em biomassa (g/L). Para a conversao foi utilizada a
Equagao 1.

Biomassa (g/L) = 2,252 x (abs) — 0,508 (Eq. 1)

Grafico 1. Resultado, do primeiro experimento, em bio-
massa (g/L) de Arthrospyra (Spirulina) platensis em qua-
tro tipos de garrafa de polietileno (azul, verde, vermelha
e transparente) no decorrer 22 dias.
Graph 1. Result of the first experiment, in biomass (g /L)
of Arthrospyra (Spirulina) platensis in four types of polye-
thylene bottle (blue, green, red and transparent) over the
course of 22 days.

a

3,5

transparente

azul

Biomassa (g/L)
N

verde

vermelho

5 9

A2
tempo (dias de fermentacgao)

15 18 22

Grafico 2. Resultado, do segundo experimento, em bio-
massa (g/L) de Arthrospyra (Spirulina) platensis em qua-
tro tipos de garrafa de polietileno (azul, verde, vermelha
e transparente) no decorrer 22 dias.

Graph 2. Result, from the second experiment, in bio-
mass (g / L) of Arthrospyra (Spirulina) platensis in four
types of polyethylene bottle (blue, green, red and trans-
parent) over the course of 22 days.

transparente

azul

verde

vermelho

5 8 9
tempo (dias de fermentagdo)

14 18 21

DISCUSSOES

As analises feitas nos experimentos mostraram
resultados distintos, entre as quatro cores utilizadas
(transparente, azul, verde e vermelho), no intervalo de
tempo de 22 dias.

O reator de cor azul foi o que teve menos cresci-
mento e sua massa produzida de apenas 2,7011g/L no
primeiro experimento e 2,792306g/L no segundo expe-
rimento. Como pode ser visto no trabalho de Souza et
al. (2011), que aponta que o Guaco (Mikania laevigata)
se desenvolve melhor e produz mais cloroplastos em
ambiente com cobertura azul ou seja a planta teve que
desenvolver mais cloroplastos para compensar a menor
luminosidade proporcionada pela cobertura. Mas Olivei-
ra (2014) relatou que a utilizagdo de malha azul resultou
maior producao de biomassa e teor de 6leo essencial
nas plantas, sendo, portanto, indicada sua utilizagéo
para o cultivo de melissa (Melissa officinalis L.).

O reator de cor verde teve uma produgao de bio-
massa maior apenas que o reator de cor azul, produ-
zindo apenas 3,125602g/L no primeiro experimento e
3,14024g/L no segundo experimento, também como na
cor azul, a cor verde fez com que a planta aumentasse
o numero de cloroplastos para conseguir energia neces-
saria para seu crescimento, de acordo com o trabalho
de Queiroga et al. (2001), No caso de Arthrospyra (Spi-
rulina) com o reator verde e azul houve uma diminui¢do
da luminosidade que levou a uma menor producao da
célula.

O reator transparente atingiu seu pico de cresci-
mento mais rapidamente porém sua massa produzida foi
de 3,165012g/L no primeiro experimento e 3,24158g/L
no segundo experimento, sendo inferior do que o pro-
duzida pela cor vermelha, e seu morte foi mais rapida
do que as demais cores. Segundo Souza et al. (2011) a
grande intensidade da luz pode favorecer a degradagao
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mais rapida. E de acordo com Oliveira et al. (2008), o
principal fator que altera a atividade fotossintética é a
luz, as telas coloridas alteram o espectro de luz transfor-
mando a luz em aumento de produtividade. No caso da
Arthrospyra (Spirulina) o reator transparente nao possui
essa capacidade, frente ao reator vermelho.

Em trabalho realizado com tomate observou que a
taxa de fotossintese, condutancia estomatica e transpi-
ragao foram maiores nas plantas cultivadas sob luz com
os comprimentos de onda na faixa do laranja, violeta e
azul (PAIXAO, 2014).

O reator de com vermelha foi o que mais teve cresci-
mento no decorrer dos 22 dias, produzindo 3,617664g/L
no primeiro experimento e 4,00726g/L no segundo ex-
perimento, pois tem a capacidade de alterar o espectro
de luz e pode melhorar o mecanismo de fotossintese de
acordo com Henrique et al. (2011), esse fato também
foi observado na producao de biomassa da Spirulina sp.

CONCLUSOES

A coloragéo dos reatores afeta o crescimento e o
desenvolvimento da Arthrospyra (Spirulina). Entre as
quatro coloragdes de reatores estudadas, a de cor ver-
melha foi a mais eficiente na produgédo de Arthrospyra
(Spirulina).

A cor vermelha atingiu um pico maior de cresci-
mento e seu tempo de vida se mostrou maior, portanto a
cor vermelha mostrou exercer influéncia sobre o cresci-
mento da Arthrospyra (Spirulina) sp podendo assim, vir
a ser utilizada na produgéao em alta escala.
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