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RESUMO GERAL

A caréncia de micronutrientes, conhecida como fome oculta, afeta um terco da populacao
mundial e esta relacionada, principalmente, a deficiéncia de vitaminas e minerais, como,
por exemplo, o ferro. No Brasil, estudos conduzidos indicam que a anemia causada pela
deficiéncia de ferro € a caréncia nutricional que mais prevalece no pais e para a deficiéncia
deste mineral e de outros a estratégia adotada é, geralmente, a fortificacdo de alimentos. A
Spirulina sp. LEB-18 é uma microalga que demonstrou ser uma excelente fonte nutricional e
potencialmente funcional, visto que possui uma variedade de micro e macronutrientes; logo, é
estudada ha anos por pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande. Estudos sobre
nanobiotecnologia na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos sdo escassos, entretanto,
guando ocorrem, tém como objetivo produzir sistemas mais eficientes, reduzindo em tamanho
0S compostos presentes na matéria-prima. Assim, o aprimoramento da nanobiotecnologia
aplicada a area alimenticia com a possibilidade de desenvolvimento de produtos seguros e de
maior qualidade nutricional motivou esta proposta, a qual se baseou na obtengdo de micro e
nanoparticula microalgais. Para isso foi utilizada como matéria-prima a biomassa seca de
Spirulina sp. LEB-18 com granulometria maxima de 88 um (amostra A). A obtencdo das
nanoparticulas ocorreu atraves do método de agitacdo mecéanica (10 103 rpm por 20 min), em
que 1 g da amostra A foi homogeneizada com 100 mL de solugdo tampéo fosfato de sédio 0,2
mol L™ e pH 7 (nanoparticula B) e 1 g da amostra A homogeneizada com 100 mL de agua
destilada pH 7 (nanoparticula C). Constatados os diametros médios e o indice de
polidispersdo pela técnica de espalhamento de luz e a morfologia por microscopia eletrnica
de varredura, as amostras foram avaliadas quanto ao seu perfil nutricional, determinando-se a
composicdo proximal, perfil de minerais e biodisponibilidade de ferro. A ultima etapa foi o
estudo da viabilidade de células de figado de Zebrafish, medida pelo método de MTT. Os
resultados indicaram a viabilidade da técnica de agitacdo mecanica para obtencdo de
nanoparticulas microalgais (B = 153,5 nm/C = 206,5 nm), porém estas tiveram, em grande
parte, seu perfil nutricional afetado, quando comparados ao da biomassa seca de Spirulina sp.
LEB-18. As nanoparticulas, quando preparadas a partir da homogeneiza¢do da biomassa com
agua destilada (C), apresentam quantidade e biodisponibilidade de ferro superiores a amostra
com solugdo tampdo (B) e mais proximas ao recomendado pela Food and Drug
Administration e como vantagem o contetdo de sédio diminuido. Em relagdo a viabilidade
celular, os resultados, de forma geral, ndo evidenciaram a toxicidade das nanoparticulas C.
Analisando os resultados em conjunto entre as amostras estudadas, a nanoparticula obtida a
partir da ultrahomogeneizacdo da biomassa com agua destilada (C) representa uma potencial
fonte alternativa para a alimentacdo humana no combate a anemia ferropriva.

Palavras-chave: biodisponibilidade, cianobactéria, ferro, macronutrientes, minerais,
viabilidade celular.



ABSTRACT GERAL

Micronutrient deficiencies or “hidden hunger” affects one-third of the world population
and is mainly related to deficiency of vitamins and minerals such as iron. In Brazil,
studies indicate that iron deficiency anemia is the most prevalent nutritional deficiency in
the country. The usual strategy for combatting deficiencies of this and other minerals is
implementation of food fortification. Spirulina sp. LEB-18 is a microalga which has been
studied for years by researchers from the Federal University of Rio Grande because it has
been shown to be an excellent nutritional and functional source of micro and
macronutrients. Studies on nanobiotechnology in the area of Food Science and
Technology are scarce, however those that exist are intended to produce more efficient
systems by reducing the size of the present compounds of the raw material. Thus, the
motivation for this proposal is the improvement of nanobiotechnology applied to the food
industry with the possibility of developing of safe products with higher nutritional
quality by obtaining microalgal nanoparticles analyzing their nutritional composition and
cytotoxic effects. The raw material used for this was dry biomass of Spirulina sp. LEB-
18 with a maximum particle size of 88 um (sample A). The nanoparticles were obtained
by the method of mechanical stirring (10 rpm for 20 min 10%) where 1 g of sample A was
homogenized with 100 mL sodium phosphate buffer 0.2 0,2 mol L™ pH 7 (nanoparticle
B) and 1 g of sample A was homogenized with 100 ml distilled water, pH 7 (nanoparticle
C). Observed average diameters and polydispersity index were determined using light
scattering measurement. Particle morphology was examined using scanning electron
microscopy. Samples were evaluated for their nutritional profile, which determined the
proximate composition, mineral profile, iron bioavailability. The last stage was to study
the viability of Zebrafish liver cells determined by the MTT method. The results show
the viability of mechanical agitation technique for obtaining microalgal nanoparticles (B
= 153.5 nm / C = 206.5 nm), but the nutritional profile of these has been affected when
compared to the dry biomass of Spirulina sp. LEB-18. Although there is a decrease in the
percentage of most nutrients in the nanoparticles, when homogenization of the raw
biomass is prepared with distilled water (C) the bioavailability of iron is greater than the
sample prepared with the buffer solution (B) and is closer to the figure recommended by
the Food and Drug Administration. With respect to cell viability, the results generally
showed no toxicity of either sample of nanoparticles. Analyzing the results together
between the samples studied, the nanoparticle obtained from ultrahomogeneizacao
biomass with distilled water (C) is a potential alternative source for human consumption
to combat iron deficiency anemia.

Keywords: bioavailability, cyanobacteria, iron, macronutrients, minerals, cell viability.



1. INTRODUCAO

Spirulina sp. é uma microalga do grupo de cianosquizofiteas (algas azuis),
marinha ou dulcicola, cujas espécies amplamente estudadas sdo: S. platensis e S. maxima.
Apresentam alto conteudo de proteinas e quantidades variaveis de vitaminas K, E e do
complexo B (especialmente B2} e minerais como Ca, P, Fe, Na e Mg (BRASIL, 2009).
Segundo Jassby (1988) a quantidade de ferro destaca-se em relacdo aos demais
nutrientes, sendo que cada 3 g de Spirulina contém em torno de 1,3 mg de ferro.

Micronutrientes, como ferro, zinco, vitamina A, entre outros, estdo sendo cada
vez mais utilizados na fortificacdo de alimentos. Trata-se de uma estratégia efetiva e
complementar a outros métodos de erradicacao de caréncias nutricionais, ndo implicando
em grandes mudangas no comportamento dos consumidores. No Brasil, estudos
conduzidos em diversos estados indicam que a anemia ferropriva € a caréncia nutricional
mais prevalente no pais, ocorrendo em 70% das criancas pré-escolares (MARQUES et
al., 2012).

Anemia ferropriva é definida pela producdo de eritrocitos pequenos e pela
diminuicdo do indice de hemoglobina circulante; constitui o Gltimo estagio da deficiéncia
de ferro e corresponde a um longo periodo de privacdo deste nutriente. De acordo com
Alferez et al. (2010), essa caréncia ocorre principalmente em criancas, adolescentes do
sexo feminino, gestantes e idosos. Conhecidamente, as principais causas desta deficiéncia
sdo a deplecdo dos estoques de ferro, a ingestdo insuficiente de alimentos ricos neste

mineral e a sua baixa absor¢do (ADOM et al., 2010).

Constituinte normal do corpo humano, o ferro se distribui amplamente tanto
nas formas organica e inorganica, totalizando cerca de 3 a 4,5 g em um individuo adulto
(~ 60 kg) e desempenhando diversas funcdes fisiolégicas (DOMENE; ASSUMPCAO,
2008). A fortificacdo com ferro é um método complexo, pois as formas biodisponiveis
sdo quimicamente reativas e produzem, na maioria das vezes, efeitos indesejaveis quando
adicionadas aos alimentos. A complexidade na fortificacdo do ferro consiste na selecdo
de um composto que seja pouco perceptivel sensorialmente e bem absorvido, ressaltando
gue os compostos sollveis (sais ferrosos) sdo melhor absorvidos e quimicamente mais
reativos, enquanto outros compostos Ssd80 pouco reativos e apresentam baixa
biodisponibilidade em seres humanos (MARQUES et al., 2012).



O termo biodisponibilidade - relacionado ao ferro - é a medida daquela fracdo
do ferro alimentar capaz de ser absorvida pelo trato gastrointestinal e subsequentemente
armazenada e incorporada. Em diversas pesquisas 0 aumento da absorcdo de ferro foi
relatado apos a sua reducdo em microparticulas (WEGMULLER et al., 2004; COCATO
et al., 2007). Rohner et tal. (2007), apds reduzirem compostos sollUveis de ferro em
nanoparticulas verificaram o aumento da biodisponibilidade deste mineral em

experimento com ratos.

A nanotecnologia tem como principio a caracterizacdo, fabricacao,
manipulacdo e aplicacdo de estruturas na escala nanométrica, onde um nanémetro
representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro. As &reas da
indastria  de alimentos atualmente beneficiadas com a nanotecnologia séo:
desenvolvimento de materiais funcionais, processamento em micro e nanoescala, e
nanossensores para a seguranca alimentar. Entretanto, estes estudos sdo considerados

recentes, quando comparados as ciéncias biomédicas (ASSIS et al., 2012).

A Universidade Federal do Rio Grande (FURG) vém desenvolvendo pesquisas
acerca do cultivo de microalgas, especialmente a do género Spirulina, constantemente
estudado devido as suas propriedades funcionais e farmacoldgicas. Recentemente, com 0
crescimento das pesquisas em nanotecnologia, e as descobertas promissoras nesta area,
constatou-se uma possibilidade de melhor explorar as propriedades desta microalga.
Assim, o aprimoramento da nanotecnologia aplicada na area alimenticia, com a
possibilidade do desenvolvimento de produtos mais seguros e de maior qualidade
nutricional, motiva esta proposta, a qual se baseia na obtencdo de micro e nanoparticulas
de Spirulina sp. LEB-18 com o objetivo de obter uma fonte alternativa ao combate de

caréncias nutricionais, como a anemia ferropriva.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Apresentar uma alternativa tecnoldgica para o ingestdo de nutrientes, em

especial o ferro, visando a prevenc¢do da anemia ferropriva.

2.2. Objetivos especificos
Obter micro e nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18;

Caracterizar o tamanho médio e a morfologia das micro e nanoparticulas
obtidas;

Avaliar a influéncia da nanotecnologia sobre a composi¢do proximal e perfil

de minerais de particulas de Spirulina sp. LEB-18 (nos tamanhos micro e nanomeétrico);

Determinar, através de ensaios in vitro, a biodisponibilidade de ferro das
micro e nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18;

Estudar a citotoxicidade de micro e nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Spirulina sp.

A utilizagdo de micro-organismos e de seus produtos metabélicos pelo homem
é um dos campos mais expressivos da biotecnologia. E muito importante o conhecimento
da atividade destes micro-organismos na conversao de determinadas substancias em
outras, como também da possibilidade do uso de substratos para obtencdo de produtos e
subprodutos viaveis (COLLA et al., 2008).

O crescente interesse em cianobactérias, fungos e bactérias deve-se a
essencial importancia destes nas diversas cadeias tréficas e na possibilidade da aplicacédo
comercial em distintas &reas como na nutri¢do, saide humana e animal, no tratamento de
aguas residuais, na producdo de energia e na obtencdo de compostos de interesse das

inddstrias alimenticia, quimica e farmacéutica, dentre outras.

As cianobactérias ou algas cianoficeas sdo organismos pertencentes ao reino
Monera. Sdo procariontes tendo, portanto, o material genético disperso na célula
(DERNER, 2006). Sdo micro-organismos fotossintéticos, os quais crescem em meio
liquido e se reproduzem rapidamente, podendo multiplicar sua biomassa em periodos de
24 h, gerando compostos biologicamente ativos, como proteinas. O interesse no cultivo
destes organismos fundamenta-se em suas variadas e possiveis aplicacdes tais como
alimentacdo, producdo de energia quimica, extragdo de pigmentos, entre outras
substancias celulares de interesse industrial e no tratamento de aguas residuarias (BURJA
etal., 2001).

O interesse na exploracdo das cianobactérias para producdo em larga escala
para alimentagdo humana deve-se também a sua alta taxa de crescimento, resultando em
elevada producdo de nutrientes, particularmente proteinas, e a capacidade de utilizarem
como substrato fontes energéticas de baixo custo, como residuos agroindustriais. Estes
aspectos determinam vantagens tecnologicas e comerciais em relacdo a técnicas
convencionais de producéo de proteina (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000).

A microalga Spirulina sp. € uma cianobactéria filamentosa que forma
tricomas cilindricos multicelulares de 1 a 12 um de diametro e se dispéem em forma
espiralada, atingindo até 1 mm de comprimento (Figura 1). Através da fotossintese a

Spirulina sp. converte os nutrientes do meio em material celular, liberando oxigénio. A



Spirulina sp. tem envoltdrio celular mais parecido com uma bactéria do que com uma
alga, ou seja, suas paredes celulares sdo mais digeriveis uma vez que sdo formadas por
mucopolissacarideos e ndo por celulose, o que representa vantagem do ponto de vista de
preservacdo da integridade de componentes, como vitaminas e acidos graxos poli-
insaturados (COLLA, 2008).

Figura 1 - Fotografia microscopica da microalga Spirulina sp.

Fonte: Universidade de Victoria, Canadéa, 2005.

Uma das cepas de Spirulina estudadas na Universidade Federal do Rio Grande
(FURG) é a LEB-18, isolada da Lagoa Mangueira e cultivada em meio padrdo
desenvolvido por Zarrouk (1996), fornece (entre outros nutrientes) carbono inorganico na
forma de CO;* e HCO3™ que se convertem em CO; utilizado na fotossintese. A Spirulina,
ao contrario de outras cianobactérias, apresenta baixa susceptibilidade & contaminacédo de
seus cultivos por outros micro-organismos devido ao alto pH em que se desenvolve, de
modo que os fotobiorreatores para o cultivo podem ser abertos, sendo geralmente na
forma retangular com cantos arredondados. A temperatura 6tima de crescimento oscila
em torno de 35 °C. Abaixo, através da Figura 2, pode-se visualizar a planta piloto



estruturada pelos grupos de pesquisa da FURG para cultivo de Spirulina sp. (MORAIS et
al., 2008).

Figura 2 — Fotobiorreatores onde € realizado o cultivo de Spirulina sp. LEB-18 na planta

piloto de Santa Vitoria do Palmar (Rio Grande do Sul)

Fonte: Laboratorio de Engenharia Bioguimica, 2014.

A utilizacdo da Spirulina sp. na alimentacdo deve-se a sua composicdo
quimica, que por sua vez proporciona efeitos nutricionais e potencialmente funcionais ao
consumidor (MORAIS et al., 2008). Conforme a Food and Drug Administration (FDA)
(2014) esta microalga apresenta em sua constituicdo 53-62% de proteinas; 17-25% de
carboidratos; 4-6% de lipidios; 8-13% de minerais e 3-6% de umidade.

Assim, atribui-se grande importancia nutricional a Spirulina sp. devido a
variedade de macro e micronutrientes que contém. Pode-se dizer que a Spirulina sp. é um
alimento com maior variedade de nutrientes por unidade de peso, sendo que 20 g desta
microalga sdo suficientes para satisfazer as necessidades nutricionais diarias do
organismo humano. Estudos demonstraram que esta cianobactéria apresenta além do teor
protéico em torno de 60% de proteina bruta, vitaminas, minerais e diversas substancias
bioativas (MOREIRA et al., 2013).

Os minerais, zinco, magnesio, cromo, selénio e ferro estdo presentes na
biomassa (BECKER, 2004). Segundo Jassby (1988) a quantidade de ferro destaca-se em
relacdo aos demais. O mesmo autor relata que 12 g de Spirulina sp. seriam suficientes



para suprir as necessidades didrias do mineral no organismo. Conforme dados dispostos
pela FDA (2014) cada 3 g de Spirulina sp. contém cerca de 1,3 mg de ferro.

3.2. O micronutriente ferro

O ferro é um dos micronutrientes mais estudados e melhor descritos na
literatura, participando de importantes processos metabdlicos no organismo humano, tais
como: transporte e armazenamento de oxigénio, sintese de DNA e RNA, transporte de
elétrons, respiracdo e regulacdo da expressdo génica. A atividade bioldgica deste mineral
esta relacionada as suas caracteristicas quimicas e ao estado de oxidacdo (THEIL, 2004;
MACHADO et al., 2005).

Este micronutriente estd presente no organismo humano, principalmente, na
hemoglobina, o restante distribui-se na composicao de outras proteinas, enzimas e formas
de deposito. A guantidade total em média de ferro existente no organismo humano € de
3,8 g no homem e 2,3 g na mulher, sendo que os compostos de ferro encontram-se
agrupados em duas categorias: compostos essenciais de ferro (hematinico/heme/organico)
e compostos de armazenamento de ferro (ndo hematinico/ndo heme/inorganico). De
forma geral, o teor de ferro no organismo de um homem adulto pode ser distribuido em
70% de hemoglobina e mioglobina e os 30% restantes pelo figado, baco e medula dssea
(ferritina, hemossiderina, ferro organico remanescente) (MOURA, 2006).

A hemoglobina é a mais abundante e facil de estudar das proteinas heme; 68%
do ferro do organismo estdo presentes nela; forma mais de 95% das proteinas das
heméaceas e mais de 10% do peso total do sangue. Sua funcdo consiste em transportar
oxigénio pela corrente sanguinea. E um tetrdmero formado por quatro cadeias de globina

e cada uma delas contém um atomo de ferro (PERES, 1996) (Figura 3).



Figura 3 — Estrutura quimica do grupo heme (a) e estrutura quaternéria da

hemoglobina (b).

Fonte: Laboratory of Biomolecular Systems, 2014.

A mioglobina transporta e armazena o oxigénio utilizado durante a contragédo
muscular. Sua estrutura é similar as unidades monoméricas da hemoglobina, sendo
formada por uma Unica cadeia de globina unida a um grupo heme que contém um atomo
de ferro (PERES, 1996) (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura da mioglobina com um grupamento heme.

Fonte: Laboratory of Biomolecular Systems, 2014.

As principais formas de armazenamento de ferro pelo organismo humano séo

a ferritina e a hemossiderina, as quais se encontram no figado, células reticuloendoteliais
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e medula Ossea. Em relacdo ao ferro total, no organismo as formas de reserva
representam 12% nas mulheres e 25% nos homens. A ferritina é uma proteina de
armazenamento formada por uma cadeia de 24 polipeptidios que se agrupam em circulos
ao redor de fosfato férrico hidratado. A medida que o suprimento de ferro aumenta, o
nivel de ferritina intracelular se eleva para acomodar a reserva de ferro e outra
quantidade é encaminhada a corrente sanguinea. A hemossiderina é um grupo
heterogéneo de grandes agregados de proteina-sal-ferro (MAHAN; ESCOTTI-STUMP,
2010).

3.2.1 Absorc¢éo e metabolismo

Em mamiferos a absor¢do de ferro ocorre principalmente no intestino delgado
proximal. Em condi¢Bes normais, a quantidade absorvida ndo deve exceder a quantidade
perdida diariamente pelas vias fisiol6gicas. Uma vez absorvido, o ferro é avidamente
retido pelo organismo, sendo o controle da absorcdo intestinal o principal meio de
regulacdo do seu estoque (MACHADO et al., 2005) (Figura 5).

Figura 5 — Esquema do processo de hemostase do ferro no organismo humano —
equilibrio entre absorc¢do, armazenamento e perda.

DIETA DE FERRO

Duodeno
(média de 1-2mg por dia)
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o - St ’—
s Transferrina e

| %
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N
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(mioglobina) s
(300mg) E_Irltrcu:ltus +
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reticulo
endotelial(600mg)-
retira eritrécitos
envelhecidos da
Perda de Ferro corrente sangiinea

QOutra perda de sangue
[média de 1-2mg por dia)

Fonte: Alimentacdo e Saude Infantil, 2014.
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O mecanismo de absor¢cdo do ferro hematinico difere daquele do ferro néo
hematinico. O ferro hematinico, altamente biodisponivel e pouco afetado por fatores
dietéticos, € catabolizado no lumem intestinal e a porcdo heme é absorvida pelos
enterécitos como metaloporfirina. Entdo, nos enterocitos, o radical heme é degradado

pela enzima heme-oxigenase e o ferro é liberado ao organismo.

O ferro ndo hematinico € insolivel em &gua e tem sua absorgédo limitada pela
composicdo da dieta. Substancias como fosfatos, taninos, polifendis e oxalatos, por
formarem complexos insolliveis de ferro, e até mesmo outros minerais, como o célcio
(COOK et al., 1991; LOBO e TRAMONTE, 2004), sdo exemplos de limitantes na
absorcdo do mineral. Presente nos alimentos, principalmente na forma férrica, apds a
digestdo, pela acdo do acido cloridrico do suco gastrico, a molécula é reduzida a uma
forma ferrosa, mais facilmente absorvida. Apesar de ambas as formas serem solUveis no

pH &cido do estbmago, apenas o ferroso permanece soltvel no duodeno.

Segundo Carvalho et al. (2006), no estdmago, tanto o ferro hematinico como o
ndo hematinico sdo liberados do alimento e rapidamente formam complexos sollveis e
insoltveis. No intestino, os compostos de ferro soltveis sdo absorvidos pela membrana.
Ap0s, o ferro pode ser armazenado como ferritina no citosol da célula intestinal, podendo
retornar ao limem intestinal por descamacdo natural, ou ser rapidamente transportado

através da célula e entrar no fluido intracelular e no plasma.

Quando os niveis de ferro absorvidos pela dieta sdo adequados, a mucosa
intestinal regulariza a sua absorcdo para manter constante o conteddo de ferro no
organismo, desta forma, cerca de 5 a 10% do mineral ingerido sdo absorvidos
diariamente. As quantidades médias diarias necessarias para adultos e lactantes é de 14
mg e 15 mg de ferro, respectivamente. Na gestacéo, principalmente no segundo e terceiro
trimestres, sdo necessarios 30 mg de ferro por dia. Ja para lactantes e criangas de 6 meses
a 10 anos a necessidade diaria € de 15 e 10 mg de ferro, respectivamente (BRASIL,
1998).

3.2.2 Anemia ferropriva

A anemia por deficiéncia de ferro é, isoladamente, a mais frequente das
deficiéncias nutricionais do mundo e ocorre como resultado de perda sanguinea cronica;

ingestdo e/ou absorgédo deficiente, e aumento de volume sanguineo. Neste caso ocorre a
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diminuicdo dos niveis plasméticos de ferro, ou seja, os locais de armazenamento do
mineral estdo depletados e, portanto, ndo podem fornecé-lo para o plasma (CARVALHO
et al., 2006).

A anemia ferropriva é o ultimo estagio das consequéncias da deficiéncia de
ferro no organismo. A falta de ferro faz com que haja diminuicdo no nivel da
hemoglobina ou ainda diminui¢&do no nimero de eritrocitos no sangue, uma vez que é um
elemento essencial para a sintese dessas estruturas (PANATO et al., 2011). Segundo o
Fundo das Nac¢Ges Unidas para a Infancia (UNICEF, 1998) estima-se que 90% dos casos

de anemia no mundo sejam causadas devido a deficiéncia de ferro.

No Brasil, segundo pesquisa 50% das criancas em idade pré-escolar (4,8
milhdes) em diferentes regides do Pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Neuman et al.
(2000), em estudo realizado na regido sul, encontraram prevaléncia de anemia ferropriva
em 54% de uma amostra com criangas menores de 2 anos. Na regido Nordeste, segundo
Oliveira et al. (2002), a prevaléncia de anemia ferropriva encontrada em criangas com

idades entre 6 meses e 5 anos foi de 36%.

Em 2003, na pesquisa abrangendo criancas de 6 a 12 meses de idade
realizada por Miranda et al., constatou-se prevaléncia de anemia ferropriva em 61%.
Duarte et al. (2007) encontraram prevaléncia de anemia ferropriva em 42% de criangas
menores de 2 anos. Panato et al. (2011) avaliaram o estado nutricional de criancas de 7 a
59 meses de uma clinica pediatrica do Hospital Municipal de Maringa, nas quais

observaram a prevaléncia de anemia ferropriva em 71%.

Segundo Alferez et al. (2010) esta caréncia nutricional prevalece em criancas
menores de 5 anos, lactentes, mulheres em idade fertil e idosos. Em condi¢des normais,
quando ndo ocorrem perdas sanguineas ou processo de gestacdo, a quantidade de ferro
presente no organismo € altamente preservada, sendo baixa a quantidade perdida a cada
dia. Descartadas as situacdes de perda sanguinea ou gestacdo, 0os motivos possiveis para o
aparecimento da anemia sdo defeitos na liberacdo das reservas, excrecdo aumentada,
absorcdo incompleta e/ou ingestdo inadequada, sendo esta Ultima a principal causa
(CARVALHO et al., 2006; SILVA et al., 2007).

A deficiéncia apresenta como principais sintomas a fadiga, prejuizo no

crescimento e no desempenho muscular, irritabilidade, falta de interesse e dificuldade no
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aprendizado. Além disso, altera¢Ges no cranio e demais 0ssos podem ocorrer em casos de
longa duracéo do estado anémico.

3.2.3 Toxicidade

Apesar de essencial, Fe em excesso pode trazer prejuizo ao organismo. Por
apresentar um alto potencial reativo, quando em demasia, tem-se atribuido ao ferro sua
participagdo no desenvolvimento de carcinogénese, aterosclerose e desordens

neurodegenerativas, como mal de Parkinson e Alzheimer (CONNOR, 1992).

Segundo Machado et al. (2005), o Fe em excesso pode gerar espécies
altamente reativas de oxigénio, as quais podem produzir danos ao DNA, prejudicando a
sintese de proteinas, lipideos e carboidratos; ativacdo de proteases e alteragbes na
proliferacdo celular. Ainda, o ferro livre pode reagir com &cidos graxos insaturados e

induzir a peroxidacao lipidica, promovendo danos a integridade celular.

Conforme Moura (2006) o excesso de ferro (hemossiderose ou
hemacromatose) favorece a peroxidacdo lipidica e depleta reservas de vitamina C. Na
hemacromatose ocorre a deposi¢cdo patoldgica de ferro em determinados 6rgédos, sendo o
figado o primeiro a ser comprometido e o seu diagndstico definitivo é a bidpsia hepatica,
podendo evoluir para cirrose. Também pode ocorrer deposicdo de melanina e
hemossiderina na camada basal da pele e cardiomiopatia.

3.3. Fortificacdo de alimentos

De acordo com a Portaria n° 31, de 13 de janeiro de 1998 do Ministério da
Saude do Brasil, a fortificacdo ou enriquecimento de alimentos sdo termos que se
utilizam para o processo de adicdo de um ou mais nutrientes essenciais contidos
naturalmente ou ndo no alimento, com o objetivo de reforcar seu valor nutritivo e ou
prevenir ou corrigir deficiéncia(s) demonstrada(s) em um ou mais nutrientes, na

alimentacédo da populacdo ou em grupos especificos da mesma (BRASIL, 1998).

A fortificagdo de alimentos constitui medida de baixo custo, de rapida
aplicacdo e alta efetividade e flexibilidade, sendo socialmente aceita, uma vez que néo
interfere no modelo alimentar da populacéo, pois utiliza alimentos de uso corrente. Além

disso, os riscos de efeitos colaterais e toxicidade sdo minimos, pois as doses de
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fortificante adicionadas aos alimentos sdo pequenas e controladas (VELLOZO et al.,
2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sdo reconhecidos quatro
tipos de fortificagdo: “em massa ou universal” que consiste na adigdo de micronutrientes
aos alimentos consumidos pela grande maioria da populacdo, sendo regulada pelos
governos. E indicada em paises onde diferentes grupos populacionais apresentam risco
elevado para desenvolver determinada patologia associada a caréncia nutricional; “em
mercado aberto”, por iniciativa da induastria de alimentos em fortificar seus produtos,
com o objetivo de aumentar seus lucros; “direcionada”, que consiste na fortificagdo de
alimentos consumidos por grupos de alto-risco; “comunitaria ou domiciliar”, uma
abordagem que estd sendo explorada em paises em desenvolvimento, em que sdo

adicionados suplementos as refei¢cdes das criancas (SAMPAIO, 2009).

Em relagédo a fortificagdo de alimentos com sais de ferro, uma das estratégias
propostas pela Organiza¢do Mundial da Saide no combate a anemia por deficiéncia deste
mineral, tem como principais vantagens alcancar diversos segmentos da populacéo e nédo
requerer a cooperacao do individuo. No Brasil, em 13 de dezembro de 2002, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tornou obrigatoria a fortificacdo de farinhas
de trigo e de milho com ferro e cido folico (BRASIL 2002).

3.4. Nanobiotecnologia

A noite de 29 de dezembro de 1959 é um marco para a nanociéncia. Nesta
data o fisico norte-americano e futuro prémio Nobel, Richard Feynman, proferiu a
palestra “Hé& mais espacos 14 embaixo” que revolucionou os estudos sobre particulas
infinitamente pequenas. O tema da palestra pareceu hermético mesmo frente a uma
plateia de fisicos. Desde a palestra muito ja foi feito, inclusive no que diz respeito a
criacdo de equipamentos que permitem “ver” o atomo, entretanto, essa continua sendo
uma area de muitas possibilidades em varios campos do conhecimento (ALMEIDA et al.,
2004).

A aplicacdo da nanobiotecnologia em alimentos é recente em comparagdo com
a area biomédica e as industrias de tecnologia de informacdo, onde essa ciéncia ja é
bastante utilizada na fabricacdo de nanomateriais. No entanto, existem inumeras

oportunidades que podem ser exploradas na indudstria de alimentos, como a elaboracéo de
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produtos com caracteristicas funcionais, desenvolvimento de processos e embalagens
inteligentes e/ou bioativas (CHAU et al., 2007; SAHOO et al., 2007).

Geralmente as nanoparticulas, mesmo preparadas através de diferentes
métodos, apresentam diametros médios entre 100 e 200 nm. No entanto, particulas com
didmetro em torno de 60 a 70 nm ou mesmo inferiores a 50 nm podem ser obtidas,
dependendo da aplicacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). De acordo com Sanguansri e
Augustin (2006), a nanotecnologia trabalha com materiais de producdo, aplicacdo e
processamento de tamanhos menores que 1000 nm. Santos-Magalhdes et al. (2000),
Lboutounne et al. (2002) e Wadhwa et al. (2012) trabalharam com particulas
nanométricas na faixa de tamanho de 50 a 300 nm. Outros autores definem que a
nanotecnologia trabalha com tamanho na ordem de até 100 nm (ROCO, 2003;

AZEREDO, 2009), materiais esses menores que células animais e vegetais (Figura 6).

Figura 6 — Diagrama comparativo de escalas dimensionais.

i I - I I -
A cabeca de um alfinete é de 1 mm Pélen da erva-de-santiago

mede 20 micrémetros

nandmelros

Célula sanguinea vermelha Nanotubo de carbone
mede 2,5 micrémelros mede 2 nanémetros

2.500
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Fonte: Bonsor; Strickland (2014).

3.5. Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade sdo os primeiros ensaios para a avaliacdo da
potencialidade de aplicacdo clinica e tecnoldgica de um novo material. Dentre eles, o

teste do MTT é um dos mais aplicados.
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O MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide
thiazolyl blue) é o sal que, apds clivagem por desidrogenases mitocondriais de células,
torna-se insolivel em agua pela formagdo de cristais de “formazan” e soluveis em
solventes organicos. Em meio de cultura com células, apos adicdo de Dimetil Sulféxido
(DMSO), o MTT convertido em “formazan” ¢ solubilizado e pode ser determinado por
espectrofotometria. Esta reacdo pode ser expressa em percentual de células vivas de
acordo com a absorbancia, obtendo-se o percentual da viabilidade celular (CASTRO et
al., 2004).

3.5.1 Zebrafish como modelo de teste citotéxico

A utilizacdo de animais ndo mamiferos tem oferecido uma alternativa na
elucidacdo de mecanismos de toxicidade de substancias quimicas, dentre 0s quais 0 peixe
tele6steo, popularmente conhecido como Zebrafish (Danio rerio) (KOKEL e
PETERSON, 2008) (Figura 7). Caracteristicas como tamanho pequeno e facil reproducéo
favorecem o baixo custo de producdo e manutencdo desses animais de laboratorio,
impulsionando o0 seu uso em pesquisas de diversas areas, como genética, farmacologia e
neurociéncia. Além disto, Zebrafish e mamiferos apresentam respostas fisiologicas
similares a diversos estimulos (WEBER, 2013).

Figura 7 — Peixe Zebrafish (Danio rerio)

Fonte: Nature Reviews, 2014.
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ILUSTRACAO DAS PRINCIPAIS ETAPAS DO TRABALHO
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Biomassa de Spirulina sp. cultivada no Sul do Brasil como fonte de minerais essenciais e

outros nutrientes

Resumo: Este estudo teve como objetivo determinar elementos quimicos de grande
importancia nutricional na biomassa de Spirulina sp. Cepa LEB-18, a qual é de ocorréncia
natural nas margens da Lagoa Mangueira, ao sul do Brasil. O cultivo da microalga foi
realizada em meio padrdo Zarrouk. Quando a concentracdo microalgal atingiu 0,5 g L™, a
biomassa foi separada por filtracdo e seca a 50 °C durante 5 h. A biomassa colhida foi moida
em moinho de bolas, peneirada para as particulas alcancarem até 88 pm, pesada em triplicata
(~300 mg) e digerida com HNOj3 concentrado para quantificacdo subsequente. O contetdo
mineral foi determinado por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado. Outros nutrientes foram determinados por técnicas analiticas conforme metodologia
da AOAC (2000). Os macrominerais presentes em maior concentracdo (ug g~+DP) foram
calcio (15108+529), sddio (19486+99) e potassio (14036+109). O micromineral encontrado
em maior quantidade foi o ferro (956 pg g'+9). Demais nutrientes estavam presentes na
seguinte ordem: proteina (58,5%), cinzas (12%), carboidratos (7,5%), lipidios (7%) e fibra
bruta (0,95%). Os resultados foram comparados com os valores de minerais para Spirulina sp.
para consumo humano, recomendados pela Food and Drug Administration e também com a
Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de minerais pela Legislacdo Brasileira. Os resultados
mostraram-se promissores para 0 uso da Spirulina sp. LEB-18 como uma fonte alternativa de

minerais essenciais e outros nutrientes para o corpo humano.

Palavras chaves: Cianobactéria, elementos quimicos, importancia nutricional, espectrometria

de emissao dptica.

INTRODUCAO

Microalgas tém estado presentes hd milhares de anos na vida da populacdo
mundial, principalmente sob a forma de medicamentos, mas nas ultimas décadas, a
engenharia bioquimica tem se dedicado ao desenvolvimento de novos métodos para o

processamento destas como alimentos. Atualmente, cultivadas em sistemas de grande escala,
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sdo fontes economicamente viaveis de proteina para o uso em alimentos, porque muitas vezes

atende as exigéncias deste nutriente na dieta (Zepka et al. 2010).

As cianobactérias como uma fonte de proteina apresentam certas vantagens sobre
a utilizacdo de outros micro-organismos devido ao seu crescimento, a quantidade e a
qualidade da proteina biodisponivel. Entre as cianobactérias estd a do género Spirulina, que
contém cerca de 60 a 70% de proteinas, &cidos nucléicos e aminoacidos recomendados pela
Organizacdo Munidal da Saude. Ela também contém beta-caroteno, ferro absorvivel e outros
minerais, bem como niveis elevados de vitaminas, compostos fendlicos, &cido gama-

linolénico e outros acidos graxos essenciais (Belay et a.l, 1993; Moreira et al., 2012).

Spirulina sp. é comercializada e consumida na Alemanha, Brasil, Chile, Espanha,
Franca, Canad4, Bélgica, Egito, Estados Unidos, Irlanda, Argentina, Filipinas, india, Africa e
outros paises onde a administracdo publica, os érgdos sanitarios e associacdes aprovaram o
uso na alimentacdo humana (HENRIKSON, 1994). Algumas das maiores empresas do mundo
produtoras de Spirulina sdo a Earthrise Farms (EUA), Cyanotech (EUA), Hainan DIC
Microalgas (China), Marugappa Chettir (india), Genix (Cuba) e Solarium Biotecnologia
(Chile) (Belay, 1997).

Atualmente a Universidade Federal do Rio Grande (FURG) cultiva a microalga
Spirulina sp. para inclui-la na dieta humana, em especial a cepa LEB-18. Em termos de
estudos nutricionais, esta cepa teve seus perfis de &cidos graxos (Radmann e Costa, 2008) e
teores de aminoacidos e de metais pesados (Morais et al. 2009) analisados e comparados com
os valores aceitos internacionalmente pela (FDA). Dentro deste contexto, este estudo tem
como objetivo determinar o teor de alguns minerais essenciais (Ca, P, Mg, Na, P, S, Cr, Fe,
Zn, Mn, Cu) e outros componentes nutricionais (proteinas, cinzas, carboidratos, lipidios e
fibra bruta) na biomassa de Spirulina sp. LEB-18, e assim contribuir com a sua possivel

aplicacdo em alimentos a fim de combater as deficiéncias nutricionais.

MATERIAL E METODOS
Obtencéo e preparo da biomassa microalgal

Para desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a biomassa seca da
microalga Spirulina sp. LEB-18, cedida gentilmente pelo Laboratorio de Engenharia
Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande. Sua producdo é realizada na Planta

Piloto localizada as margens da Lagoa Mangueira, no municipio de Santa Vitéria do
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Palmar, RS (33° 30’ 13”” S ¢ 53° 08’ 59°” W). A unidade consiste de 3 tanques abertos
tipo Raceway de 10.000 L e 1 tanque aberto tipo Raceway de 1.000 L para propagacéo do
indculo. Os cultivos sdo cobertos por tanel de filme transparente com protecdo contra
raios UV e expostos a condi¢cBes ambientais naturais. Quando a microalga atinge a
concentracdo de 0,50 g L™, sua biomassa é separada através de filtracdo e seca em
secador de bandejas a 50 °C por 5 h (Morais et al., 2008). A biomassa obtida foi triturada
em moinho de bolas (Quimis®) e peneirada em agitador de peneiras eletromagnético
(Quimis®) até alcancar granulometria maxima de 88 um (Tyler 170) (Cremasco, 2012)
(Figura 1).

Figura 1. Processo de obtencdo da biomassa — da esquerda para a direita: cultivo,

filtracéo, secagem e embalagem

Fonte: adaptado de LEB-FURG, 2011.

Preparacdo da amostra e determinacao de minerais

A amostra foi pesada (~300 mg) em triplicata e feita a digestdo em forno de
micro-ondas modelo Speedwave Four (Berghof, Alemanha), em frascos de TFM. Para a
digestdo foram usados 5 mL de HNO3; concentrado e bidestilado (Merck) e 0,5 mL de HF
40% (Merck). O programa de aquecimento esta descrito na Tabela 1. Apds a digestdo, a
amostra foi diluida entre 5 e 500 vezes em HNO3; 5%, para posterior quantificacdo por
espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES).

Tabela 1. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas.

Etapas Rampa (min) T (°C) Tempo de permanéncia (min) Pressao (bar)
1 20 170 10 35
2 5 200 25 35

3 5 50 20 35
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As determinagbes foram feitas em espectrometro de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado Perkin Elmer (modelo Optima 4300 DV, Shelton, USA),
com vista axial. As demais condi¢cdes de operacdo do equipamento estdo descritas na
Tabela 2. O plasma foi gerado a partir de argdénio (White Martins, Sdo Paulo, Brasil),

com pureza de 99,996%.

Tabela 2. Condic¢des de operacdo do equipamento de espectrometria de emissdo Optica

com plasma indutivamente acoplado

Parametro Condicéo
Poténcia (W) 1400
Vaz#o do gés principal (L min™) 15
Vazdo do gés auxiliar (L min™) 0,2
Vazdo do gés de nebulizacdo (L min™) 0,7
Ca 315,887
Fe 238,204
K 766,490
Mg 279,077
Na 588,995
Comprimento de onda (nm) P 214,914
S 181,975
Cr 267,717
Cu 324,759
Mn 259,374
Zn 213857

Composicéo proximal

A biomassa microalgal foi analisada conforme métodos oficiais descritos por
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000). Lipidios totais foram
determinados segundo metodologia de Bligh e Dyer (1959).

Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme observado na Tabela 3, os macrominerais analisados apresentam-se na
biomassa de Spirulina sp. LEB-18 na seguinte ordem decrescente: célcio, sodio, potassio,
fosforo, enxofre e magnésio. Dentre os microminerais, o ferro é o que se encontra em maior
quantidade, seguido por manganés, zinco, cobre e cromo. Para analise da amostra,
comparando-se seus dados com aqueles recomendados pela FDA (2011), a qual estabelece
valores de nutrientes necessarios para que a Spirulina sp. esteja adequada para consumo
humano. Como também sera utilizada como referéncia a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR)
estabelecida pelo Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2005). Neste ultimo caso, ou seja,
comparacdo com a IDR, utilizaremos sempre o maior valor, seja ele recomendado para

adultos ou criancas.

O célcio é um mineral essencial necessario para realizacdo de diversas funcbes
bioldgicas. Estudos tém demonstrado a associacao entre o baixo consumo de célcio e doencas
crbnicas, como osteoporose, cancer de colon, hipertensdo arterial e obesidade. Entretanto,
grande parte da populacdo brasileira apresenta consumo de célcio abaixo do recomendado
(10° pg ao dia por individuo adulto) (Brasil, 2005). A amostra da pesquisa, Spirulina sp. LEB-
18 apresenta 15108 pg g™, ou seja, 66 g de biomassa supririam a necessidade diaria de calcio.

O sddio, normalmente encontrado nos alimentos sob a forma de sal (cloreto de
sodio), também é um mineral essencial as diversas funcdes vitais do organismo: contracédo
muscular, manutencdo da pressdo arterial, transmissdo nervosa e equilibrio de fluidos.
Atualmente, se tem conhecimento de que um elevado consumo deste mineral pode
desencadear diversas disfungdes no organismo. Foram observadas evidéncias da associacao
entre o alto consumo de sdédio e doenga cardiovascular e acidente vascular cerebral,
independentes ou associadas com aumento da pressao arterial (Sarno, 2010). Na amostra
estudada por nosso grupo de pesquisa foram encontrados 19486 pg.g™, valor superior ao
estabelecido para Spirulina sp. pela FDA.

Manutencdo de liquidos intracelulares, contragdo muscular, conducdo de
estimulos, controle da frequéncia cardiaca, producdo de energia e sintese de proteinas e &cidos
nucléicos sdo algumas das funcbes do macroelemento potéssio. Um individuo adulto,

considerado sadio, necessita de 2000000 g de potassio/dia para a realizacdo das atividades
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citadas anteriormente, o que poderia ser atingido com o consumo de 143 g de Spirulina sp.
LEB-18.

Tabela 3. Contetido de minerais em Spirulina sp. LEB-18 (ug g'+DP) em comparacéo
com valores preconizados pela Food and Drug Administration (FDA) em Spirulina sp.
Para consumo humano (pg g™) e recomendacéo de consumo diario (RDI) de minerais

para criancas e adultos (ug).

LEB-18 FDA RDI paracriangas* RDI para adultos
Mineral
MEDIA DP
Macrominerais
Na 19486 99 14000 - 500000
Ca 15108 529 4667 500000 — 700000 1000000
K 14036 109 18667 - 2000000
P 8736 19 10000 460000 — 1250000 700000
Mg 4722 83 7667 60000 — 100000 260000
S 6764 323 - - -
Microminerais
Fe 956 9 533 6000 — 9000 14000
Mn 106 2 32 1200 — 1500 2300
Zn 35,4 0,8 27 4100 - 5600 7000
Cu 11,9 0,2 7 340 - 440 900
Cr 4,07 0,2 - 11-15 35

*Criancas de 1 a 10 anos.

Como mencionado anteriormente, o fésforo, enxofre e magnésio também séo
componentes vitais ao organismo. O fosforo participa da formacdo de energia para reacoes
celulares na forma de ATP (Adenosina trifosfato), forma 0ssos e dentes, entre outras funcoes
(Braga e Mendonca, 2010); o enxofre participa da estrutura de muitas proteinas; e 0 magnésio
é constituinte de muitas coenzimas e essencial para o funcionamento normal dos nervos e
musculos. Fosforo, enxofre e magnesio foram encontrados, respectivamente, na biomassa de
Spirulina sp. LEB-18 nas concentracdes de 8,7; 6,7 ¢ 4,7 ug g, o que corresponde a 1,2%;
12,3% e 1,8% da IDR dos respectivos minerais. Os valores de fésforo e magnésio presentes
na amostra se encontram um pouco abaixo do preconizado pela FDA em Spirulina para
alimentacdo humana, ja o teor de enxofre ndo é citado pela legislagdo americana, nao sendo

possivel a comparacgéo das biomassas.
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Analisando os micronutrientes determinados na biomassa de Spirulina LEB-18,
observa-se que, quando comparados aos dados preconizados pela FDA, quatro deles (ferro,
manganés, zinco e cobre) sdo encontrados em quantidade superior. O teor de cromo nao foi
citado pela FDA (2011). O ferro recebe grande destaque. Cada 1 g de biomassa corresponde a
6,8% da IDR para adultos e 10,5 — 16% da IDR para criancas.

O ferro é um nutriente essencial presente em diversos alimentos. Entre 60 — 70%
do ferro total presente em seres humanos encontra-se associado a hemoglobina. Existem
varios alimentos ricos em ferro e entre eles, estdo: germe de trigo, folha da salsa, aveia,
espinafre, arroz, leguminosas em geral, cenoura, couve, repolho, entre outros. As
concentragdes de ferro encontradas em cereais e em grdos ndo diferem muito, sendo que a
média comum entre eles é de 25 a 80 pg g™ (Venezuela, 2001). Tomando-se como referéncia
alimentos conhecidos mundialmente como fonte de ferro, tais como figado cru (56 pg g™);
feijdo rajado cru (18,6 pg g™*) e aglicar mascavo (8,6 pg g™) (Taco, 2011), tem-se a Spirulina
sp. LEB-18 como uma fonte bem mais representativa do mineral.

No mundo bioldgico, 0 manganés esta associado a formacédo de tecido conjuntivo
e 0sseo, crescimento e reproducdo e metabolismo de carboidratos e lipidios. O zinco, como
um componente estrutural e/ou funcional de vérias metaloenzimas e metaloproteinas,
participa de muitas reacfes do metabolismo celular, incluindo processos fisiologicos, tais
como fungéo imune, defesa antioxidante, crescimento e desenvolvimento (Mafra e Cozzolino,
2004; Pedrazo et al., 2011). O cobre pode ser encontrado nos tecidos bioldgicos sob a forma
de complexos organicos, como as metaloproteinas que possuem atividade enzimatica. A
utilizacdo de oxigénio durante a respiracdo celular, utilizacdo de energia e sintese de
compostos essenciais sdo exemplos de reacdes metabolicas intermediadas por enzimas que
requerem a presenca de cobre para apresentarem atividade catalitica (Venezuela, 2001). Desta
forma, estes minerais, apesar de serem necessarios em baixas concentragdes, sdo considerados

essenciais ao metabolismo humano.

Nesta pesquisa, a Spirulina sp. LEB-18 também se mostrou uma excelente fonte
de cromo (cada 1 g de biomassa é capaz de suprir 11,5% da IDR). Este mineral é importante
na manutencdo do metabolismo da glicose, possivelmente pela potencializacdo da acdo da
insulina em nivel da membrana celular e assim, influencia o metabolismo de carboidratos,

lipidios e proteinas (Casey e Wabravens, 1988; Venezuela, 2001).

Outros pesquisadores que estudaram alguns minerais em biomassas de Spirulina

comercial encontraram 0,533 a 6,225 g g*; 0,002 a 0,036 pg g™; 0,005 a 2,2 ug g™ de zinco,
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magnésio e manganés, respectivamente (Al-Dhabi, 2013). Ramirez-Moreno e Olvera-Ramirez
(2006), que fizeram uma revisdo sobre estudos da composic¢do nutricional de Spirulina sp.
relatam que a biomassa para consumo humano deve conter 1 — 14% de potéassio; 0,4 — 0,5%

de sodio; 0,3 — 0,7% de potassio; 0,1 — 0,4% de célcio; 0,1 — 0,2% de magnesio; 0,03 — 0,05%

de ferro; 0,005% de manganés; 0,003% de zinco e 0,0012% de cobre.

Figura 2. Composicdo (%) de proteinas, cinzas, carboidratos, lipidios e fibra bruta em

Spirulina sp. LEB-18.
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O gréafico representado pela Figura 2 indica os percentuais de outros nutrientes,
como proteinas, cinzas, carboidratos, lipidios e fibra bruta (em base seca) na biomassa
Spirulina sp. LEB-18. Como esperado para cianobactérias, o teor protéico representa mais do
gue 50% dos nutrientes. Conforme Habib et al. (2008), a Spirulina sp. € uma cianobacéria que
tem a seguinte composicdo quimica: proteinas (50 — 70%), carboidratos (15 — 25%), lipidios
(6 — 8%), cinzas (7 — 13%), fibra (8 — 10%) e umidade (3 — 7%). Madkour et al. (2012)
encontraram em Spirulina platensis cultivada em diferentes meios de cultura 37,8 a 53% de
proteinas; 13,2 a 24,5% de carboidratos e 5,6 a 15,4% de lipidios. Oliveira et al. (2009), que

estudaram a influéncia da secagem em Spirulina sp., encontraram na amostra seca 64,1% de
proteinas, 10,3% de carboidratos, 8,6% de lipidios e 7,3% de cinzas.

O valor da Spirulina sp. é determinado pela variedade de nutrientes que ela

contém, dos quais alguns ndo sdo sintetizados pelo organismo humano. Apresenta micro e
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macronutrientes e devido a esse fato torna-se um alimento completo qualitivamente e, se
consumida em doses determinadas, também quantativamente. Pode-se dizer que a Spirulina
sp. € um alimento com maior nimero de elementos nutritivos diferentes por unidade de peso e
0 organismo necessitaria de 20 g dessa cianobactéria para satisfazer todas as suas

necessidades diarias (Phang et al., 2000).

Levando-se em consideracdo os conteudos de minerais, proteinas, carboidratos e
lipidios presentes na Spirulina sp. LEB-18 pode-se observar um resultado interessante desses
componentes em uma Unica fonte nutricional. No trabalho de Moreira et al. (2013), onde ratos
desnutridos foram alimentados por 30 dias com dieta acrescida de Spirulina sp. LEB-18, foi
possivel verificar étimas respostas quanto ao perfil hematoldgico e bioquimico do sangue,
indicando a cianobactéria em estudo como uma excelente suplementacdo para a alimentacédo

humana.

CONCLUSAO

A biomassa de Spirulina sp. LEB-18,cultivado no sul do Brasil, em meio
Zarrouk, representa uma opg¢éo atrativa para o desenvolvimento de suplementacdo nutricional
em virtude do alto teor protéico e de minerais, em especial o ferro, presente na biomassa

celular obtidas no processo.
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Obtencao de micro e nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18 como fonte alternativa

de ferro e outros nutrientes para alimentacdo humana

No Brasil, estudos conduzidos em diversos Estados indicam que a anemia ferropriva
prevalece em 70% das criancas na faixa etéaria de 6 a 12 meses de idade, além de gestantes,
lactantes e lactentes, e por isso se tornou obrigatoria a adicdo de sais de ferro em farinhas de
trigo e de milho. Com o objetivo de oferecer fonte alternativa deste mineral e de outros
nutrientes, foram obtidas e caracterizadas micro e nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18.
Para obtencdo foi utilizada a técnica de ultrahomogeneizacdo, que consiste na
homogeneizacdo da biomassa seca (amostra A) com solucdo tampéo fosfato de sddio (amostra
B) e agua destilada (amostra C) na proporcdo 1:100 a 10 103 rpm por 20 min e analisada
quanto ao didmetro médio, indice de polidispersdo e morfologia. Constatado o tamanho das
particulas em escala nanométrica, estas foram encaminhadas a determinacdo da composicéo
proximal, teores de minerais e biodisponibilidade de ferro. Os resultados indicam a
viabilidade da técnica de agitacdo mecanica para obtencdo de nanoparticulas microalgais,
porém essas tém, em grande parte, seu perfil nutricional afetado, quando comparado ao da
microparticula de Spirulina sp. LEB-18. A amostra C apresentou quantidade e
biodisponibilidade de ferro superiores as demais (A e B) e mais préximas ao recomendado
pela FDA e menor teor de sddio, mostrando-se como uma possivel fonte alternativa ao

combate de caréncias nutricionais, em especial a anemia ferropriva.

Palavras chaves: cianobactéria, biodisponibilidade, minerais, nanobiotecnologia,

nutricéo.

INTRODUCAO

A fome e a desnutricdo ainda séo causas de doencas e consequentemente da
mortalidade de pessoas, principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. Por outro lado, a populacdo mais favorecida economicamente busca
por alimentos nutritivos e com alguma agdo benéfica a saude. Estes motivos estes que
tem despertado interesse dos pesquisadores por novas fontes nutricionais, funcionais e de
baixo custo (Naves et al., 2010).
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A anemia por deficiéncia de ferro é, isoladamente, a mais frequente das
deficiéncias nutricionais no mundo e ocorre como resultado de perda sanguinea cronica;
ingestdo e/ou absorcao deficiente do mineral e aumento de volume sanguineo, ocorrendo
a diminuicdo dos niveis plasmaticos de ferro (Carvalho et al., 2006). A fortificacdo de
alimentos com ferro é um método complexo, pois as formas biodisponiveis sdo
quimicamente reativas e produzem, na maioria das vezes, efeitos tecnologicamente

indesejaveis quando adicionadas aos alimentos (Marques et al., 2012).

O termo biodisponivel, relacionado ao mineral ferro, é a medida da fracdo do ferro
alimentar capaz de ser absorvida pelo trato gastrointestinal e subsequentemente armazenada e
incorporada. Em diversas pesquisas 0 aumento da absorcdo de ferro foi relatado apds a sua
reducdo em microparticulas (Wegmuller et al., 2004; Cocato et al., 2007). Rohner et tal.
(2007), apds reduzirem compostos soltveis de ferro em nanoparticulas, verificaram através de

experimento com ratos o aumento da biodisponibilidade deste mineral.

A aplicacdo da nanobiotecnologia em alimentos é recente em comparag¢do com as
areas biomédica e das industrias de tecnologia de informacdo. No entanto, existem inimeras
oportunidades que podem ser exploradas na industria de alimentos, como a elaboracdo de
produtos com caracteristicas funcionais de saude, desenvolvimento de processos e
embalagens inteligentes e/ou bioativas (Chau et al., 2007; Sahoo et al., 2007). Geralmente, as
nanoparticulas, mesmo preparadas através de diferentes métodos, apresentam diametros
médios entre 100 e 200 nm (Schaffazick et al., 2003).

Spirulina sp. é a principal microalga estudada e produzida devido suas
propriedades nutricionais e benéficas a saude. Segundo Cohen (1997), Colla et al. (2008)
e Moreira et al. (2013) esta cianobactéria apresenta composicao apropriada de proteinas,
acidos graxos poli-insaturados, vitaminas e minerais. Segundo a FDA a Spirulina é
classificada como GRAS (Generally Recognized as Safe), o que garante seu uso como

alimento sem riscos a saude.

O objetivo deste trabalho foi obter micro e nanoparticulas a partir da biomassa
seca de Spirulina sp. LEB-18 e avaliar, através de ensaios in vitro, sua composi¢do
nutricional, bem como sua disponibilidade de ferro.



35

MATERIAL E METODOS
Obtencéo e preparo da matriz

Para desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a biomassa seca da
microalga Spirulina sp. LEB-18. Sua producéo foi realizada na Planta Piloto localizada
as margens da Lagoa Mangueira, no municipio de Santa Vitoria do Palmar, RS (33° 30’
13> S e 53° 08’ 59°” W). A unidade consiste de 3 tanques abertos tipo Raceway de 10000
L e 1 tanque aberto tipo Raceway de 1000 L para propagacdo do inoculo. Os cultivos sdo
cobertos por tunel de filme transparente com protecdo contra raios UV e expostos a
condicBes ambientais naturais. Quando a microalga atinge a concentracdo 0,50 g L™, sua
biomassa é separada atraves de filtracdo e seca em secador de bandejas a 50 °C por 5 h
(Morais et al., 2008). A biomassa obtida foi triturada em moinho de bolas (Quimis®) e
peneirada em agitador de peneiras eletromagnético (Quimis®) até alcancar granulometria

méaxima de 88 um (Tyler 170) (Cremasco, 2012), denominando-a “Amostra A”.

Obtencao das nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18

As nanoparticulas foram obtidas através da técnica de agitacdo mecanica
(Anton et al., 2008) sendo que a escolha do solvente, rotacéo e tempo se deu conforme as
condigdes otimizadas no estudo de Dotto (2012). Inicialmente, a amostra A foi misturada
com solvente, na propor¢do 1:100 (p/v), e agitada a 10%® rpm por 20 min em
Homogeneizador Digital Ultraturrax (Dremel, 1100-01, Brasil). Os solventes escolhidos
para obtencdo das nanoparticulas denominadas de B e C, respectivamente, foram: solu¢éo
tampdo fosfato de sodio 0,2 mol L™ com pH 7 e agua destilada (pH 6,9). Apds
ultrahomogeneizagdo as suspensdes foram encaminhadas ao banho ultrassénico (60 Hz,
20°C, 25 min) e, para fins de padronizacdo de tamanho e eliminacdo de impurezas,
filtradas em sistema a vacuo, utilizando-se filtros de membranas de éster de celulose 0,45
pum (Merck Millipore®).

Determinacdo do didmetro meédio e indice de polidispersdo das

nanoparticulas

As suspensdes filtradas das amostras B e C tiveram seus diametros e indices

de polidispersdo avaliados em até 48 h apds o processo de obtencdo das nanoparticulas
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através da técnica do espalhamento dindmico de luz em equipamento modelo EMI 9863
(Brookhaven Instrument®). Previamente as determinacdes,s as suspensbes foram
dissolvidas em seus respectivos solventes (solucdo tampdo fosfato pH 7,0; 0,2 mol L™
para a amostra B, e &gua destilada para a amostra C), sendo estas proporcdes
estabelecidas com base em testes anteriores, levando-se em consideracdo a turbidez da
solucgéo final e reprodutibilidade do método.

Morfologia das micro e das nanoparticulas

Para anélise morfoldgica as suspensdes das particulas B e C foram
previamente congeladas a -80 °C por 48 h e desidratadas por sublimacdo em liofilizador
de bancada modelo FD 5505, utilizando temperatura de -45 °C. Apds, amostras de
Spirulina sp. LEB-18 em tamanho micrométrico (A) e nanométrico (B e C) foram
tratadas com acetona em banho ultrassénico por 25 min, metalizadas em ouro por 3 min e
analisadas em microscopio eletrdnico de varredura (JEOL, JSM, JAPAO) nas resoluces
de 300 e 1.000 vezes e voltagem de 10 kV.

Determinacgédo da composi¢ao proximal

As amostras A, B e C tiveram seus teores de umidade, cinzas e proteinas
determinados conforme AOAC (2000). O teor de lipidios foi obtido pelo método de Bligh
e Dyer (1959).

Determinacgdo de minerais

As amostras A, B e C foram pesadas (~300 mg) em triplicata e feita a digestdo
em forno de micro-ondas modelo Speedwave Four (Berghof, Alemanha). Para a digestéo,
foram usados 5 mL de HNOj; concentrado e bidestilado (Merck) e 0,5 mL de HF 40%
(Merck). O programa de aquecimento do forno de micro-ondas ocorreu em 3 etapas,

conforme descricdo na Tabela 1.



37

Tabela 1. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas

Etapas Rampa (min) T (°C) Tempo de permanéncia (min) Pressao (bar)
1 20 170 10 35
2 5 200 25 35
3 5 50 20 35

Apbs a digestdo, as amostras foram diluidas entre 5 e 500 vezes em HNO3 5%
(p/v), para posterior quantificacdo. As determinacdes foram feitas em espectrémetro de
emissdo oOptica com plasma indutivamente acoplado Perkin Elmer (modelo Optima 4300
DV, Shelton, USA), com vista axial através das seguintes condi¢des operacionais: 1400
W; vazdo do gés principal de 15 L mim™; vazdo do géas auxiliar de 0,2 L min™; vazéo do

gés de nebulizagdo 0,7 L min™ e comprimento de onda conforme o mineral avaliado.

Determinacéo da biodisponibilidade de ferro in vitro

A Dbiodisponibilidade de ferro foi determinada nas amostras A, B e C
conforme método proposto por Luten et al. (1996). Nesta andlise cada amostra sofreu
digestdo com HCl-pepsina e solucdo pancreatina-bile e ap0s realizou-se leitura em
espectrofotdbmetro a 533 nm. A quantidade de ferro dialisavel foi obtida através de curva

padrdo com cloreto de ferro.

Tratamento estatistico

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao do diametro medio, indice de polidispersédo e morfologia

A Figura 1 corresponde aos histogramas referentes a distribuicdo de tamanho

das particulas nanométricas de Spirulina sp. LEB-18 B (1a) e C (1b) pelo método de

espalhamento dindmico de luz. O didmetro médio das particulas micrométricas de

Spirulina seca (A) foi ajustado somente através do ensaio de peneiras, utilizando Tyler

170 para obtencdo de particulas com diametro inferior a 88 um.

Figura 1. Gréficos de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas B (1a) e C (1b)
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Os tamanhos médios para as amostras B (preparada com solugdo tampéo

fosfato de sédio 0,2 mol L™* e pH 7) e C (preparada com &gua destilada) foram,
respectivamente, 153,5° + 6,65 e 206,5* + 2,98% nm. No estudo de Dotto et al. (2012)

foram encontradas nanoparticulas microalgais, obtidas com solucdo tampdao fosfato acido

citrico 0,1 mol L™ e diferentes valores de pH, em torno de 210 nm (120 a 350 nm).
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Machado (2012), que elaborou nanoparticulas de Spirulina sp. com solucdo tampéo
fosfato de sédio 0,2 mol L™ e pH 7, encontrou um tamanho médio de 215 nm.
Comparando os valores obtidos para os diametros médios das duas particulas
nanométricas (B e C) observa-se que ambas as particulas se encontram nas faixas de
tamanho estabelecidas para nanomateriais por diversos pesquisadores (Sanguansri e
Augustin, 2006; Chau et al., 2007; Sahoo et al., 2007).

Através da mesma técnica os indices de polidispersdo (IP) das nanoparticulas
também foram estudados. As amostras B e C apresentam IP de 0,491 e 0,510,
respectivamente. O indice de polidispersdo, que fornece informacbes sobre a
homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos, foi alto (> 0,3) para todas as amostras,
indicando a formacdo de sistemas com uma faixa variada de tamanho das particulas
(Nemen e Lemos-Senna, 2011). Dotto et al. (2012), que estudaram nanoparticulas de
Spirulina sp. LEB-52 através da técnica de ultrahomogeneizacdo, encontraram um valor
de IP em torno de 0,150, indicando variacdo pequena de tamanho entre as particulas da

amostra.

Machado (2012), que trabalhou com as mesmas condi¢cdes experimentais do
presente trabalho, obteve nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18 com IP igual a 0,432,
valor bem préximo dos obtidos para as particulas B e C. A polidispersividade reflete uma
variancia da distribuicdo de tamanhos causada por algum fator, sendo o mais provavel a
natureza e/ou concentracdo da matéria-prima (Santos e Barboza, 2013). Além disso,
segundo Fan et al. (2012) o método de ultrahomogeneizacdo pode ocasionar a destrui¢ao
das forcas repulsivas entre as nanoparticulas levando a sua agregacdo. Para conhecimento
da estrutura morfoldgica das particulas desenvolvidas (A, B, C) foi utilizada a técnica de

microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figura 2).
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Figura 2. Microfotografias eletrénicas das amostras microalgais em tamanhos micro (A)
e nanométrico (Be C).

e .

Legenda: nanoparticula de Spirulina sp. LEB-18 preparada com agua destilada (amostra
C) visualizada em MEV sob aumento de 300 (2a) e 1000 (2b) vezes; nanoparticula de
Spirulina sp. LEB-18 preparada com solucdo tampdo fosfato de sédio (amostra B)
visualizada em MEV sob aumento de 300 (2c) e 1000 (2d) vezes; microparticula de
Spirulina sp. LEB-18 (amostra A) visualizada em MEV sob aumento de 300 (2e) e 1000

(2f) vezes.

Nas microfotografias é possivel observar que as trés amostras analisadas
apresentam morfologia irregular e que, na maioria das vezes, sdo formadas por aglomeracoes
de particulas. A liofilizacdo consiste na remocdo da agua (gelo) através de sublimacao e tem
sido amplamente empregada para a secagem de suspensdes de nanoparticulas, entretanto
através da técnica de microscopia eletrbnica de varredura verifica-se que o método de
secagem proporciona a formacdo de grumos e, consequentemente, aumento do tamanho da
particula (Schaffazick et al., 2003).
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Composicéo proximal, perfil de minerais e biodisponibilidade de ferro

As respostas obtidas nas determinacGes de macro e micronutrientes e na
biodisponibilidade in vitro de ferro nas particulas estudadas encontram-se na Tabela 2.
Comparando-se a composicdo proximal entre as amostras A, B e C, onde as
nanoparticulas obtidas foram preparadas através da ultrahomogeneizacdo com solugéo
tampdo ou com &gua destilada, verifica-se que as amostras B e C apresentam teores de
umidade, proteinas e lipidios inferiores (p<0,05) ao da biomassa microalgal (amostra A).
Além disso, é visivel o expressivo aumento do teor de cinzas na amostra B, o qual pode

ser explicado pela adicdo do tampéo fosfato de sddio no seu processo de obtencao.

Observa-se ainda em relagdo a esta amostra que a mesma apresenta valores de
umidade, proteinas e lipidios baixos e de cinzas alto quando comparados aos dados
recomendados para Spirulina sp. pela FDA. A amostra C, preparada atraves da
homogeneizacdo da biomassa microalgal com agua destilada, com excecdo do teor de
umidade, apresentou respostas mais proximas as citadas pela literatura (FDA, 2014).

Quanto aos teores de minerais é possivel verificar, quando comparados aos
presentes na biomassa seca de Spirulina sp. LEB-18, que durante o processo de obtencao
das nanoparticulas com solucdo tampdo ou com &gua ocorrem perdas destes nutrientes,
com excec¢do do cromo, o qual é expressivamente maior (p<0,05) do que o da biomassa
seca. Ao confrontarmos os valores de minerais das amostras B e C verifica-se que o sodio
e o fésforo foram encontrados em maior percentual (p<0,05) na amostra obtida através da
homogeneizacdo da biomassa com solucdo tampéao fosfato de sodio, fato j& esperado,

uma vez que houve a adi¢do destes minerais através do tampao utilizado.

Comparando 0s percentuais de minerais da amostra B com os valores
recomendados pela FDA (2014) verifica-se que as nanoparticulas apresentam valores de
sodio, célcio, fésforo e manganés mais elevados, com destaque para os niveis de sédio (10
vezes mais) e fosforo (13 vezes mais). Ja os teores de potassio, magnesio, ferro, zinco e cobre
encontrados foram inferiores ao da literatura (FDA, 2014). Os teores de enxofre e cromo, nao
referenciados pela FDA, foram comparados com os dados obtidos para a biomassa seca de
Spirulina sp. LEB-18, verificando-se que o teor de enxofre € inferior, enquanto que cromo é
maior (p<0,05).
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Tabela 2 — Contetido de macronutrientes (%), minerais (pg g™*) e biodisponibilidade in
vitro de ferro (%) das particulas micro (A) e nanométricas (B, C) de Spirulina sp. LEB-

18 em comparacdo com valores recomendados pela FDA

A B C FDAL
Macronutrientes (% = dp)
Umidade 14%+0,6 1,5°+0,3 2°+0 2 3-6
Proteinas? 58,5%+2.4 19,5°43,9 36°+1,3 53 — 62
Lipidios? 72402 3,5%+0.8 5°+0 2 4-6
Cinzas? 12°+0,9 52842 2 13,5°+0,4 813
Minerais (ug g + dp)
Na 19486°+99 146552°+485 2763°+132 14000
Ca 15108%+529 7198°+50 7502°+29 4667
14036° +109 897°+584 1933°+85 18667
P 8736"+19 136369%+1441 5520°+545 10000
Mg 4722°+83 2066°+40 3947°+234 7667
S 6764%+323 2859°+50 5067°+47 -
Fe 956%+9 479°+12 759°+74 533
Mn 106%+2 49.2°+0.6 72,552°+3 8 32
Zn 35,4%+0,8 16,7°+0,9 38,2%+4,1 27
Cu 11,9%+0,2 3,69°+0,25 6,82°+0,27 7
Cr 4,07°+0,2 22,9%+0,2 22,0%+1,1 -
Biodisponibilidade de ferro (%= dp)
- 21,00%+1,56 15,32°+1,20 20,14%+1,00 -

'Food and Drug Administration (2014); 2Valores em base seca. Média de 3 repeti¢des + desvio padrdo
(dp). Letras distintas na mesma linha, entre as amostras A, B e C, indicam diferenca estatistica pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a amostra C, observa-se que 0s macrominerais sédio, potassio, fosforo
e magnésio apresentam um percentual abaixo do preconizado pela FDA (2014); enquanto que
0s microelementos se encontram em quantidade mais elevada (ferro, manganés e zinco) ou
muito proxima (cobre) a preconizada pela FDA (2014). Quanto as respostas obtidas na

determinacdo de enxofre e cromo essas sdo semelhantes as encontradas na amostra B; o teor
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de enxofre é inferior, enquanto que cromo esta acima do citado pela literatura (Moreira et al,
2013). A vantagem da utilizacdo de &gua destilada na obtencdo destas nanoparticulas esté,
principalmente, no reduzido teor de sodio, uma vez que ele é atualmente alvo de estudos e

revisdes comportamentais (Nilson et al., 2012).

Independente do mineral, seja ele micro ou macroelemento, todos os
determinados neste trabalho sdo essenciais as diversas funcdes biolégicas do organismo
humano. Além disso, pesquisas tém demonstrado a associa¢do do consumo de alguns deles ao
tratamento de algumas enfermidades. Destaca-se, entre 0 macrominerais, o calcio no combate
a osteoporose, cancer de colon, hipertensdo arterial e obesidade. E o zinco, micronineral
associado ao controle de doengas degenerativas através de seu carater antioxidante (Mafra e
Cozzolino, 2004; Pedrazo et al., 2011).

O ferro, apesar de ser um nutriente essencial presente em diversos alimentos, esta
ligado & anemia ferropriva que é a caréncia nutricional mais prevalente em paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos. Presente principalmente em alimentos de origem
animal (ligado a hemoglobina das carnes vermelhas), também ocorre em alguns vegetais,
como germe de trigo, salsa, cenoura, couve, repolho, espinafre, aveia, arroz e leguminosas em
geral. A concentracdo de ferro encontrada em cereais e em graos ndo difere muito, sendo que

a faixa de concentraco é de 25 a 80 pg g™

Se forem tomados como referéncia alimentos conhecidos mundialmente como
fonte de ferro, tais como figado cru (56 pg g); feijdo rajado cru (18 ug g*) e acticar mascavo
(8,6 ug g) (Taco, 2011), a Spirulina sp. LEB-18 (956 ug g™) e suas nanoparticulas C (759

Hg gb) e B (479 pg g) apresentam-se como fontes bem mais representativas deste mineral.

Em relagdo a biodisponibilidade in vitro do ferro, a amostra C apresentou
resultado superior (p<0,5) a B e ndo diferiu da biomassa microalgal de Spirulina sp. LEB-18.
Os resultados para biodisponibilidade corroboram com aqueles tradicionalmente relevantes
em ferro como feijdo carioca cru e carne bovina os quais tém 17 e 24%, respectivamente, de

ferro biodisponivel (Moura e Canniatti-Brazaca, 2006).



44

CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel verificar que a técnica de agitacdo mecanica é
viavel para obtencdo de nanoparticulas microalgais, porém essas tém, em grande parte, seu
perfil nutricional afetado negativamente, quando comparado ao da biomassa seca de Spirulina
sp. LEB-18. Apesar de haver diminuicdo no percentual da maioria dos nutrientes nas
nanoparticulas B (biomassa homogeneizada com solugdo tampéo fosfato de sédio 0,2 mol L™
pH 7,0) e C (biomassa homogeneizada com agua destilada pH 6,9), esta ultima apresentou
quantidade e biodisponibilidade de ferro superiores a amostra B e mais préximos ao da
biomassa seca e ao recomendado pela FDA, além do menor teor de sddio, sendo uma possivel

fonte alternativa de nutrientes para a alimentagdo humana.
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Micro e nanoparticulas de biomassa microalgal: estudo citotoxico em células de

figado de Zebrafish (Danio rerio)

Spirulina sp. € uma cianobactéria conhecida mundialmente devido as suas propriedades
nutricionais e benéficas a salde. Através da aplicacdo da nanobiotecnologia a biomassa
microalgal de Spirulina sp. LEB-18 os autores desta pesquisa tém buscado por uma fonte
alternativa de nutrientes para a alimentacdo humana. Para isso, este trabalho tem como
principal objetivo verificar a existéncia ou ndo de toxicidade através de teste in vitro de
micro e nanoparticulas de Spirulina sp. Apds obtencdo e determinacdo dos diametros das
particulas, denominadas de A (88 um), B (153,5 nm) e C (206,5 nm), a viabilidade de
células de figado de Zebrafish foi medida pelo método de MTT (3-(4,5--2-yl)-2,5-
ditetrazolium bromide). As células foram incubadas a 28 °C por 0, 24, 48 e 72 h sob
diferentes tratamentos: Controle (CT), onde as células ndo receberam amostra; Spirulina
micrométrica (A), Spirulina nanomeétrica preparada com solucdo tampdao fosfato de sddio
(B) e Spirulina nanométrica preparada com agua destilada (C), as trés nas concentracdes
1, 10, 100 e 1000 pug mL™. Apéds cada tempo de incubacdo os valores de absorbancia
foram determinados a 490 nm em um leitor de placas. As nanoparticulas B e C tiveram
efeitos variados sobre as células de Zebrafish nas diferentes concentracdes e tempos
analisados, sendo que a nanoparticula C, preparada a partir da ultrahomogeneizacdo da
biomassa seca de Spirulina sp. LEB-18 com agua destilada apresentou menor variacao
dos resultados e somente em uma condi¢do (1000 pg mL/24 h) causou inibicdo celular,
quando comparada ao tratamento controle, sendo essa considerada pelos autores como

uma potencial fonte alternativa de nutrientes para alimentagdo humana.

Palavras-chave: biocompatibilidade, cianobactéria, nanobiotecnologia, Spirulina.

INTRODUCAO

Spirulina sp. € uma cianobactéria filamentosa que forma tricomas cilindricos
multicelulares com 1 a 12 um de didmetro e se dispdem em forma espiralada. Através da
fotossintese essa microalga converte os nutrientes do meio em material celular, liberando

oxigénio (Moreira et al., 2013). Esse micro-organismo € estudado ha muitos anos, tendo uma
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longa e documentada histéria de consumo humano nas Américas do Norte e do Sul, Asia,
Europa, Australia e Africa devido as suas propriedades nutricionais e benéficas a satde.

Em 2003 a Spirulina sp. foi aprovada como um alimento para consumo humano
por muitos governos, bem como pelas agéncias de salde e associagdes de mais de 70 paises,
dentre eles Argentina, Estados Unidos, Australia, india e China. Através da comprovagio da
inocuidade da Spirulina sp. por diversas pesquisas realizadas por Cyanotech Corporation
(Havai) e Earthrise Nutritionals (Califérnia) a FDA (Food and Drug Administration) esta
microalga foi certificada como GRAS (Generally Recognized as Safe) (FDA, 2014). No
Brasil, em maio de 2009, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) incluiu a
Spirulina sp. na lista de Novos Ingredientes, Substancias Bioativas e Probidticos (Brasil,
2009).

A aplicacdo da nanobiotecnologia em alimentos é recente em compara¢do com a
area biomédica e com as industrias de tecnologia de informacdo, em que essa ciéncia ja é
bastante utilizada na fabricagio de nanomateriais. No entanto, existem indmeras
oportunidades que podem ser exploradas na industria de alimentos, como a elaboracdo de
produtos com caracteristicas funcionais, desenvolvimento de processos e embalagens
inteligentes e/ou bioativas (Chau et al., 2007; Sahoo et al., 2007). Geralmente as
nanoparticulas, mesmo preparadas através de diferentes métodos, apresentam didmetros
médios entre 100 e 200 nm. De acordo com Sanguansri e Augustin (2006), a
nanobiotecnologia trabalha com materiais de producdo, aplicacdo e processamento de

tamanhos menores que 1000 nm.

A seguranga de nanoalimentos tem despertado a aten¢do em raz&o do aumento de
seu uso; apesar da comercializacdo rapida da nanobiotecnologia h& poucos regulamentos de
nanomateriais especificos (Blasco e Picd, 2011). Cabe salientar que nanomateriais podem
causar efeito toxico ao organismo humano, entrando neste, provavelmente, via pulmdes e
intestinos, sendo que as chances de penetragdo dependem do tamanho e das propriedades de
superficie das particulas e também do ponto de contato no pulméo ou nos intestinos (Sozer e
Kokini, 2009; Assis et al., 2012).

Oportunidades de desenvolvimento da nanotecnologia se tornam todos os dias
mais vastas e representam um grande potencial de inovacgéo tecnolodgica, entretanto ainda nao
estdo claros quais os riscos advindos desses produtos aos seres vivos (Shatkin, 2008). Assim,
0 presente estudo tem como objetivo avaliar a citotoxicidade de nanoparticula microalgal
obtida de biomassa de Spirulina sp. LEB-18.
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MATERIAL E METODOS
Matriz

Para desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a biomassa seca da
microalga Spirulina sp. LEB-18. Sua producéo é realizada na Planta Piloto localizada as
margens da Lagoa Mangueira, no municipio de Santa Vitéria do Palmar, RS (33°30° 13”’
S e 53°08” 59" W). A unidade consiste de 3 tanques abertos tipo Raceway de 10.000 L e
1 tanque aberto tipo Raceway de 1.000 L para propagacdo do inoculo. Os cultivos sdo
cobertos por tunel de filme transparente com protecdo contra raios UV e expostos a
condicBes ambientais naturais. Quando a microalga atinge a concentracdo 0,50 g L™, sua
biomassa é separada através de filtragdo e seca em secador de bandejas a 50 °C por 5 h
(Morais et al., 2008). A biomassa seca de Spirulina sp. LEB-18 foi triturada em moinho
de bolas (Quimis®) e peneirada em agitador de peneiras eletromagnético (Quimis®) até
alcancar granulometria méxima de 88 um (Cremasco, 2012), sendo essa denominada de

amostra A.

Preparo e determinacdo das nanoparticulas microalgais

Para obtencdo das nanoparticulas, 1 g da amostra A foi misturado com 100
mL de solvente (solugdo tampéo fosfato de sédio 0,2 mol L™ com pH 7 ou 4gua destilada
pH 6,9) e as solucdes agitadas a 103 rpm por 20 min em Homogeneizador Digital
Ultraturrax (DREMEL, 1100-01, BRASIL) e posteriormente encaminhadas ao banho
ultrassénico (60 Hz por 25 min) (Dotto et al.,, 2012). As nanoparticulas obtidas com
tampdo fosfato de sodio e dgua destilada, respectivamente, foram denominadas de B e C.
Para fins de padronizacdo de tamanho, as suspensdes B e C foram filtradas em sistema a
vacuo utilizando-se filtros membranas de éster de celulose 0,45 um (Merck Millipore®).
Posteriormente, os diametros das particulas B e C foram determinados pela técnica de
espalhamento de luz dindmico em equipamento modelo EMI 9863 (Brookhaven

Instrument®).
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Avaliacdo da citotoxicidade das micro e nanoparticulas

Para analise citotoxica as amostras foram previamente congeladas a -80 °C
por 48 h, liofilizadas em liofilizador de bancada modelo FD 5505, utilizando temperatura
de -45 °C.

Manutencéo celular

As células de figado de Zebrafish (Danio rerio), da linhagem ZFL foram
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com bicarbonato de sédio (0,2 g L™), L-glutamina (0,3 g L™), Hepes (3 g
L), 10% (v/v) de soro fetal bovino e 1% (v/v) de antibiético e antimicético em garrafas
de cultura a 28 °C (Trindade et al., 1999).

Tratamento das células

As células da linhagem ZFL foram centrifugadas, suspensas em meio RPMI
(2x10° células mL™) e incubadas a 28 °C por 24 h para aderéncia em placas de cultura de 96
pocos. Apds a adesdo, verificada através de microscopia Optica, as células foram tratadas com
solucdes das amostras (A, B, C) em agua ultrapura em diferentes concentragdes (1, 10, 100 e
1000 pg mL™). Apés tratadas, as células foram incubadas a 28 °C por até 72 h (Trindade et
al., 1999).

Viabilidade Celular

A viabilidade das células ZFL expostas as amostras foi medida pelo método de
MTT (3-(4,5-2-yl)-2,5-ditetrazolium bromide) imediatamente (0 h), 24 h, 48 h e 72 h, apés a
incubacdo a 28 °C, de acordo com Trindade et al. (1999). Brevemente, apds incubacdo as
celulas foram lavadas com PBS (solucdo tampédo fosfato de sédio) e em seguida foram
adicionados 200 pL de meio RPMI, e 20 pL de MTT (5 mg mL™) em cada pogo. As placas
foram incubadas a 28 °C durante 3 h. Ap6s, o meio foi removido e os cristais de formazan
dissolvidos em 200 uL de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). Os valores de absorbancia foram
determinados a 490 nm em leitor de placas Elisa (ELX 800 Universal Microplate Reader, Bio-
TEK).
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Tratamento estatistico

Os resultados obtidos para o didmetro das particulas foram tratados
estatisticamente utilizando andlise de variancia ANOVA e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a um nivel de significancia de 5%, empregando-se o software Statistica 7.0. Todas as

andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em média + desvio padrao.

O conjunto de dados de ensaio de MTT foi analisado utilizando ANOVA three-
way seguido por teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os fatores considerados foram: a
amostra utilizada, a concentracdo da amostra e o periodo de exposigdo. A significancia foi
considerada p<0,05 em todas as analises. Os dados estdo expressos como médias + desvio

padrdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacgdo do tamanho das nanoparticulas

Através da técnica de espalhamento de luz dindmico obtiveram-se respostas
distintas (p<0,5) para os tamanhos médios. Os valores foram, respectivamente, para as
particulas B e C: 153,5°+6,65 nm e 206,5%+2,98 nm. Segundo Dotto et al. (2012) foram
encontradas microparticulas de Spirulina sp. LEB-52 com diametro variando entre 68 e
75 um e nanoparticulas microalgais, obtidas com solu¢do tampdo fosfato acido citrico 0,1
mol L™ e diferentes valores de pH, em torno de 210 nm (120 - 350 nm). Machado (2012),
que elaborou nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18 com solu¢do tampdo fosfato de
s6dio 0,2 mol L™ e pH 7, encontrou um tamanho médio de 215 nm.

Comparando os valores obtidos para os tamanhos médios das duas particulas
nanométricas (B e C) observa-se que a amostra B é significativamente menor. Entretanto,
as duas amostras se encontram nas faixas de tamanho estabelecidas para nanomateriais
por diversos pesquisadores (Sanguansri e Augustin, 2006; Chau et al., 2007; Sahoo et al.,
2007).
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Avaliacéo da citotoxicidade das micro e nanoparticulas

Em relagdo ao tratamento A pode-se verificar que na condigdo 1000 pg mL™
por 24 h de exposicdo houve um diminuicdo (p<0,05) na viabilidade celular, mas ndo
permaneceu constante nos demais tempos (Figura 1). Além disso, em relacdo a esse
tratamento, nos tempos 48 h (10 ug mL™ e 72 h (1 ug mL™) houve um aumento na
absorbancia (p<0,05), ou seja, um maior proliferacéo celular quando comparado ao grupo

controle.

As células em contato com a amostra B (nas condicdes 100 pug mL™/0 h; 1000
ug mL%/24 h; 1000 pg mL*/48 h e 1000 ug mL™/72 h) resultaram em menor valor de
absorbancia, ou seja, menor viabilidade (p<0,5), indicando uma possivel toxicidade da
nanoparticula preparada a partir da biomassa seca de Spirulina sp. LEB-18 com solucéo
tampdo fosfato de sédio 0,2 mol L™ e pH 7,0; principalmente em relagdo a concentragéo
de 1000 ug.mL™. Ainda, nas condi¢ées 10 ug mL™*/24 h; 10 ug. mL™/72 h e 100 pg mL"
1172 h verifica-se que houve um crescimento celular maior do que no tratamento controle
(p<0,05).

Figura 1 — Densidade dptica de células de Zebrafish expostas a diferentes concentracdes
(1, 10, 100 e 1000 ug mL™) dos tratamentos A, B, C nos tempos de exposic&o tempos 0,
24, 48 e 72 h em comparagdo com o tratamento controle (somente células — sem adicéo

de amostra)
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A - viabilidade de células expostas a biomassa seca de Spirulina sp. LEB-18
nas concentracdes 1, 10, 100 e 1000 pug mL™ e tratamento controle (0 ug mL™) nos
tempos 0, 24, 48, 72 h; B - viabilidade de células expostas a nanoparticula preparada com
Spirulina sp. LEB-18 e tampéo fosfato de sddio nas concentracdes 1, 10, 100 e 1000 ug
mL™ e tratamento controle (0 pg mL™) nos tempos 0, 24, 48, 72 h; C - viabilidade de
células expostas a nanoparticula preparada com Spirulina sp. LEB-18 e &gua destilada
nas concentragbes 1, 10, 100 e 1000 ug mL™ e tratamento controle (0 ug mL'l) nos
tempos 0, 24, 48, 72 h; *indica diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo controle e 0

respectivo tratamento em cada tempo de exposicao.

A Figura 2 apresenta gréaficos que comparam a viabilidade celular entre os trés
tratamentos (A, B e C) com a finalidade de verificar se existe diferenca significativa

(p<0,05) entre eles.

Figura 2 — Viabilidade de células de Zebrafish expostas a diferentes concentracdes (1, 10,
100 e 1000 pg mL™) dos tratamentos A, B, C nos tempos de exposicdo tempos 0 (Fig.
2.1), 24 (Fig. 2.2), 48 (Fig. 2.3), e 72 h (Fig. 2.4),
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Conforme as Figuras 2.1 e 2.2, tempos de exposicdo de 0 e 24 h,
respectivamente, os tratamentos A, B e C, independente da concentracdo analisada, ndo
apresentaram diferenca significativa Na Figura 2.3, que representa o tempo de exposi¢ao
igual a 48 h verifica-se que as células expostas a amostra micrométrica (A) apresentam
valores maiores (p<0,5) de viabilidade celular nas concentracdes 10 e 1000 pg mL™.
Durante o periodo de 72 h as células expostas a 1 pug mL™ da amostra micrométrica (A)
apresentam maior viabilidade (p<0,5), quando comparadas aquelas que foram incubadas
com as amostras nanométricas (B e C) na mesma concentracdo e tempo, e, as células
expostas & 1000 pg mL™ da amostra B tiveram sua viabilidade diminuida (p<0,05) neste
mesmo tempo de exposicédo (Fig. 2.4).

Quando as nanoparticulas alcancam as células, estas podem ser absorvidas atraves
da membrana celular por diversos processos, como a endocitose, que consiste na invaginacao
da parede celular sobre a particula até engloba-la totalmente. Ou ainda por algum outro
processo ndo elucidado totalmente, mas que se trata de um mecanismo semelhante ao
utilizado por virus de dimensGes nanomeétricas para adentrarem nas células (Chen et al., 2005;
Yehia et al., 2007). Dentro da célula, as nanoparticulas podem gerar espécies reativas de
oxigénio como o radical hidroxila (-OH), provocando o chamado estresse oxidativo de
algumas organelas celulares, o qual gera um desequilibrio redox que supera a defesa
antioxidante da célula, causando uma grave disfungdo celular (Paschoalino et al., 2010).

Diversos ensaios toxicolégicos padronizados estdo disponiveis para avaliar a
resposta bioldgica de substancias, sejam eles realizados em culturas de células (in vitro) ou
com organismos Vvivos, como peixes e mamiferos (in vivo). Entretanto, ndo ha padronizagéo
para a avaliacdo da toxicidade de particulas em tamanho nanométrico, o que dificulta a
comparagdo de resultados e o consenso sobre a toxicidade de um material. Os estudos
realizados até 0 momento sdo adaptacbes dos procedimentos padrdes utilizados para outras

substancias (Nanoscience, 2014).

Assim como o presente trabalho, as pesquisas de Auffan et al. (2006) e de Yehia
et al. (2007) também ndo observaram efeito toxico de nanoparticulas através da realizacdo de
ensaio in vitro. No primeiro estudo nanoparticulas de y-Fe,O3 (6 nm) foram adicionadas a
fibroblastos da derme humana; no segundo nanotubos de carbono (5 — 20 nm) de parede

simples foram aplicados em células epiteliais de tecido humano.

De forma geral, com o teste do MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide thiazolyl blue), onde o sal ¢ convertido em “formazan” e
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solubilizado, reacdo que expressa em percentual de células vivas de acordo com a
absorbancia (Castro et al., 2004) nas condicdes de tempo e concentracdo utilizadas foi
possivel avaliar a toxicidade das nanoparticulas obtidas a partir da biomassa seca de
Spirulina sp. LEB-18.

As particulas, tanto em tamanho micro (biomassa seca de Spirulina sp. LEB-
18) quanto nano, ndo inibiram o crescimento celular em grande parte das condi¢des
estabelecidas; ainda pode-se observar que a biomassa seca de Spirulina sp. é capaz de
favorecer o crescimento das células de Zebrafish e, entre as amostras em tamanho
nanomeétrico, a elaborada através da ultrahomogeneizagdo da biomassa seca de Spirulina
sp. LEB-18 com agua destilada foi a que apresentou melhores resultados em relagdo a

viabilidade celular, apesar de maior tamanho.

CONCLUSAO

As nanoparticulas B e C tiveram efeitos variados sobre as células de Zebrafish
nas diferentes concentragdes e tempos analisados, sendo que a nanoparticula C, preparada
a partir da ultrahomogeneizacdo da biomassa seca de Spirulina sp. LEB-18 com agua
destilada apresentou menor variagdo dos resultados. Assim, 0s autores acreditam que as
nanoparticulas elaboradas podem ser uma fonte alternativa de nutrientes a alimentacéo
humana, em especial a preparada neste estudo através da homogeneizacdo da biomassa

com agua destilada.
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4. CONCLUSAO GERAL

A Spirulina sp. LEB-18, cultivada em meio Zarrouk, representa uma excelente

fonte nutricional, em especial ao conteudo de proteinas, ferro e outros minerais;

A técnica de agitacdo mecanica é vidvel para obtencdo de nanoparticulas
microalgais com tamanho médio na faixa de 200 a 300 nm;

A técnica de agitacdo mecanica e o solvente utilizado influenciam no perfil

nutricional das nanoparticulas;

A substituicdo do tampdo fosfato de sédio 0,2 mol L™ por agua destilada no
preparo de nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18 trouxe como vantagem a reducdo do teor
de sodio;

Embora com diminui¢do no percentual da maioria dos nutrientes, a nanoparticula

obtida através da homogeneizacdo da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 com &gua destilada
pH 6,9 (C), a biodisponibilidade de ferro apresentou resultados favoraveis;

A nanoparticula C apresentou menor variacdo dos resultados obtidos na

avaliacdo citotdxica;

Analisando todos os resultados em conjunto os autores acreditam que a
nanoparticula elaborada através da homogeneizacdo da biomassa de Spirulina sp. com
agua destilada pode ser uma importante fonte alternativa de nutrientes, principalmente de

ferro biodisponivel.
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APENDICE 1 - Processo de obtencéo de nanoparticulas de Spirulina sp. LEB-18 pelo

método mecénico de ultrahomogeneizagéo

MISTURA SONICAGAO

Agua dest.
pH 6,9
(©

HOMOGENEIZACAO

FILTRACAO
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APENDICE 2 - Suspens&o de nanoparticulas preparadas por meio da homogeneizacéo
de biomassa microalgal com solucéo tampéo fosfato de sédio 0,2 mol L™ pH 7,0 (b) e

agua destilada ph 6,9 (c), respectivamente.
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