!

UPE

' Universidade nari; nto
‘de Passo Fundo Industrias Sustentaveis

SIMPOSIO DE >10e11demaiode20%§ 3
AL'MENTOS N Centro de Eventos

Refinarias de Alimentos da UPF - Campus |

Area: Tecnologia de Alimentos

AVALIACAO DA FRACAO PROTEICA DE CIANOBACTERIA
CULTIVADA EM EFLUENTE AGROINDUSTRIAL

Patricia Arrojo da Silva, Tatiele Casagrande do Nascimento, Leila Queiroz Zepka,

Eduardo Jacob Lopes*

Universidade Federal de Santa Maria, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

*E-mail: jacoblopes@pq.cnpg.br

RESUMO - As cianobactérias apresentam caracteristicas biotecnoldgicas interessantes, sua versatilidade
metabolica permite facil adaptacdo a ambientes distintos, tais como efluentes agroindustriais. Dessa forma, sua
biomassa torna-se fonte economicamente vidvel para a exploracdo de biocompostos de interesse comercial, tais
como as proteinas. Nesse sentido, objetivou-se avaliar o contelido proteico, bem como o perfil e escore quimico
(EQ) de aminoéacidos de Phormidium autumnale cultivada em agua residuaria de indUstria de abate de suinos. Os
experimentos foram conduzidos em biorreator de coluna de bolhas (2L). As condigdes experimentais utilizadas
foram concentragéo inicial de inoculo de 100mg.L?, pH de 7,6, temperatura de 26°C, aeracdo constante de
1VVM (volume de ar por volume de meio por minuto) e auséncia de luminosidade. O teor de proteinas foi
determinado em funcdo do conteido de nitrogénio. Os amino&cidos foram extraidos por hidrolise acida, exceto o
triptofano que foi hidrolisado enzimaticamente, apés foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em coluna de fase reversa C18. O EQ foi estabelecido com base em uma proteina de
referéncia. De acordo com os resultados, obteve-se um teor de 492,8 mg.g* de proteina, foram identificados
dezessete aminoacidos, dentre esses, todos os essenciais, fenilalanina+tirosina (49,8mg.g™1), leucina (45,7mg.g%),
valina (31,9mg.g™%), treonina (31,4mg.g™), lisina (25,8mg.g?), isoleucina (24,1mg.g?), metionina (7,4mg.g%),
histidina (6,9mg.g™?), e triptofano (2,50mg.g™). Treonina e fenilalanina+tirosina apresentaram valores bioldgicos
satisfatorios, 1,4 e 1,3, respectivamente. Com base nos resultados, conclui-se que a biomassa microalgal de
Phormidium autumnale apresenta potencial para exploragdo de proteinas a partir de residuos agroindustriais.

Palavras-chave: Phormidium autumnale; residuos agroindustriais; proteinas; aminoacidos.
1 INTRODUCAO

O uso de cianobactérias no tratamento de &guas residuarias é uma alternativa técnico-econdmica
potencial em relagcdo aos sistemas convencionais de tratamento secundario e terciario de efluentes. Esses
processos podem ser baseados em rotas metabolicas respiratérias, através das quais algumas espécies de

cianobactérias sdo capazes de bioconverter fontes de carbono orgénico e nutrientes inorganicos a produtos do
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metabolismo heterotréfico, tais como proteinas, carboidratos, lipideos e pigmentos\ (ZEPKA et I., OI;
SANTOS et al., 2016).

Em virtude disso as microalgas tém sido direcionadas como foco dos processos de biorefinaria
economicamente viaveis, visto que, todos 0os componentes gerados a partir de sua biomassa de possuem alto
valor econdmico e podem ser aplicaveis em diversos setores industriais (HERRERO et al., 2015; SUGANYA et
al., CHEW et al., 2017).

Dentre as inUmeras espécies estudadas de microalgas, o género Phormidium é um género de
cianobactérias filamentosas, ndo ramificadas, que é conhecido pela capacidade de habituar-se em ambientes
extremos, como fontes termais, solos desérticos e locais poluidos, 0 que tornam robustos e possuem requisitos
nutricionais simples (GUIRY e GUIR, 2007).

Devido as caracteristicas de sua biomassa, processos baseados em cianobactérias tém sido considerados
tecnologias potenciais para converter residuos industriais em insumos proteicos usados desde a formulacdo de
racBes animais até lipidios para indudstria de biodiesel (Jacob-Lopes et al., 2010). Efeitos econdmicos positivos,
tém conduzidos a um aumento significativo na utilizagdo de microalgas como aditivos, ndo s6 na alimentacéo de
animais terrestres, como também na aquicultura (WILLIAMS; LAURENS, 2010). Além disso podem ainda
aumentar o contetdo nutricional de preparacbes de alimentos convencionais, além de afetar positivamente a
salide humana (SPOLAORE et al., 2006).

Em face disso, o objetivo do estudo foi avaliar o contetido proteico, bem como o perfil e escore quimico
(EQ) de aminoacidos da biomassa de Phormidium autumnale cultivada em agua residuéria de industrias de abate

de suinos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e condicdes de cultivo

A cianobactéria utilizada foi a Phormidium autumnale, isolada do Deserto Cuatro Sienegas no México
(26°59’ N 102°03 W). As culturas reservas foram mantidas e propagadas em agar-agar solidificado (20 g.L-1)
com meio sintético BG11 (RIPPKA et al., 1979). As condi¢des de manutencdo usadas foram 26°C e intensidade

luminosa constante de 1klux.
2.2. Biorreator e condigdes experimentais

Os experimentos foram conduzidos em um reator de coluna de bolhas operando em regime intermitente
com um volume de 2,0L de efluente agroindustrial. As condi¢Bes experimentais foram: concentracdo inicial do
inoculo de 100 mg/L, a temperatura de 26°C, o pH ajustado para 7,6, aeracdo de 0,1 VVVM (volume de ar por

volume de meio por minuto) em auséncia de luz.
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2.3. Obtencéo da biomassa

A biomassa foi separada do meio de cultura por centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e a biomassa
remanescente foi congelada a -18 ° C por 24 horas. Apés foram liofilizadas e armazenados sob refrigeracéo até o

momento da analise.

2.4. Conteudo proteico, perfil de amino&cido e escore quimico

O conteldo proteico da biomassa foi determinado conforme Association of the Official Analysis
(AOAC, 2005). Os aminoacidos totais foram determinados por hidrolise 4cida com acido cloridrico 6 N, durante
24 horas. Os aminoacidos foram liberados na hidrolise foram reagidos com fenilisotilcianato (PITC), analisados
em HPLC utilizando a coluna C18 LUNA 100A 5u 250x4,6mm (00G-4252-EQ) e detectados por UV 254 nm. A
quantificagdo foi feita por calibragdo interna multinivel, com auxilio do acido a-aminobutirico (AAAB) como
padrdo interno (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, EUA). A determinagdo de triptofano foi feita por método
colorimétrico, sua hidrolise foi feita por via enzimatica em tampao fosfato e a quantificacdo foi feita por meio de
curva de calibragdo. O escore quimico (EQ) foi calculado com base na proteina de referéncia para adultos

preconizada pela FAO (2007), através da Equacéo 1.

Equacéo 1: Calculo do escore quimico (EQ)

E.Q= Concentragdo de aminoacido proteina teste (mg.g?)

Concentragéo de aminoéacido proteina referéncia (mg.g™)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor proteico, o perfil dos aminoacidos e escore quimico da Phormidium autumnale cultivada em
efluente agroindustrial esta apresentado na Tabela |. A biomassa apresentou um teor total de proteina de
492,8mg.gt no qual foi determinado dezessete aminoacidos, dentre esses todos o0s essenciais,
fenilalanina+tirosina (49,8mg.g%), leucina (45,7mg.g), valina (31,9mg.g?), treonina (31,4mg.g?), lisina

(25,8mg.g™), isoleucina (24,1mg.g*), metionina (7,4mg.g%), histidina (6,9mg.g™?), e triptofano (2,50mg.g™?).

Tabela I: Teor proteico e perfil de aminoacido da Phormidium autumnale cultivada em efluente agroindustrial.

Aminoécido Phormidium autumnalle (mg.g™) FAO (2007)! EQ?
Acido aspartico 51,4 - -
Acido glutamico 56,6 - -
Serina 26,0 - -
Glicina 28,6 - -

Histidina 6,9 15 0,5
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’ Arginina 35,3 - -
Treonina 31,4 23 1,4
Alanina 44,7 - -
Prolina 22,2 - -
Valina 31,9 39 0,8
Cisteina 3,1 - -
Metionina 7,4 16 0,5
Isoleucina 24,1 30 0,8
Leucina 45,7 59 0,8
Fenilalanina+Tirosina 49,8 38 1,3
Lisina 25,2 45 0,6
Triptofano 2,5 6 0,4
Teor proteico total 492,8

1: valores do aminoacido indispensavel referéncia padrdo CE (proteina de referéncia) para adultos (FAO / WHO
2007); 2:contetido de aminodcidos da proteina de teste dividido pelo contetdo de aminoéacidos da proteina de

referéncia;

Esses resultados sdo préximos ao encontrado por Becker (2004), conforme o autor as proteinas sdo
compostas de diferentes aminoécidos e, portanto, a qualidade nutricional de uma proteina é determinada
basicamente pelo conteldo, propor¢do e disponibilidade de seus aminoacidos. Ha alguns anos se tem movido
esforgos para explorar novas fontes alternativas de proteinas, principalmente em funcéo das provisGes feitas pela
Organizacao das Nagfes Unidas (ONU/FAO) a cerca de uma futura escassez proteica (WU et al., 2014). O teor
proteico associado ao balanco de aminoécidos confirma o elevado valor bioldgico deste tipo de proteina
(JACOB-LOPES et al., 2006; ZEPKA et al., 2010). Em funcéo disso algumas microalgas, podem ser utilizadas
como produtos nutracénticos ou ser incluidas em preparagdes como um composto funcional para prevenir
algumas doencas e danos nas células ou tecidos (RAPOSO et al., 2013).

De acordo com (Pires, 2006), a determinacdo da concentragdo de aminoacidos por métodos quimicos
ndo garante que os mesmos estardo disponiveis biologicamente, em vista disso é necessério estabelecer o escore
quimico (EQ) desses compostos. Este escore é estabelecido através da relagdo existente entre os teores dos
aminoacidos essenciais de uma proteina padrdo, a qual é recomendada pela FAO, e 0s aminoacidos da proteina
gue esta sob investigacdo. S&o considerados aminoécidos de elevado valor bioldgico aqueles que apresentarem
escore quimico maior ou igual a 1, ou seja, estes apresentam teores suficientes para suprir as demandas
fisioldgicas do organismo. Na proteina microalgal em estudo, a treonina e a fenilalanina+tirosina apresentaram
escores quimicos satisfatorios, 1,4 e 1,3, respectivamente. Esse fato chama atencdo para este tipo de proteina
uma vez que esses nutrientes assumem fungdes importantes no metabolismo. A treonina é o segundo aminoacido
limitante necessario para manutencdo de rotas metabdlicas, além disso, estd presente em baixas concentragdes
em todos os cereais e proteinas (FAO, 2007). Enquanto fenilalanina age diretamente na ativacdo da sintese de

tirosina e no desenvolvimento e fungéo neurolégica (Wu, 2009).
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4 CONCLUSAO

A biomassa Phormidium autumnale apresentou um teor de 492,8mg.g* de proteina, onde foram determinados
dezessete aminodacidos, dentre esses, todos os essenciais, fenilalanina+tirosina (49,8mg.g1), leucina (45,7mg.g%),
valina (31,9mg.g™), treonina (31,4mg.g™), lisina (25,8mg.g%), isoleucina (24,1mg.g), metionina (7,4mg.g™%),
histidina (6,9mg.g™), e triptofano (2,50mg.g"). Entre esses a Treonina e fenilalanina+tirosina apresentaram
elevados valores biologicos, 1,4 e 1,3, respectivamente. Demostrando assim, que a biomassa microalgal de

Phordium autumnale apresenta potencial para exploracdo de proteinas a partir de residuos agroindustriais.
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