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RESUMO

A microalga Arthrospira (Spirulina), além do seu elevado teor de proteinas,
apresenta uma rica fonte de pigmentos como a ficocianina, que possui acao
antioxidante e anti-inflamatéria, além de ser utilizada como corantes
naturais em substituicdo aos sintéticos. Em vista da microalga ser
termicamente instavel, este trabalho tem como objetivo de analisar
diferentes técnicas de secagem e métodos de ruptura para obter um maior
rendimento de ficocianina. A Arthrospira Spirulina LEB-18 foi cedida pelo
Laboratorio de Engenharia Bioguimica-LEB da FURG, com concentracédo
de 20% (m/m) de solidos. As tecnicas de secagem utilizadas foram o leito
de jorro e a bandeja com escoamento paralelo do ar, e 0s métodos de ruptura
foram moagem, micro-ondas e autoclave. As amostras de Arthrospira
Spirulina foram analisadas quanto ao conteddo de ficocianina, e seus
extratos aquosos foram analisados no espectro de infravermelho (FTIR) para
identificacdo dos grupamentos caracteristicos da ficocianina. Os produtos
desidratados foram avaliados quanto sua estrutura morfolégica pela
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A secagem em leito de jorro
combinada com o0 rompimento em micro-ondas apresentou melhores
resultados em relacdo as amostras in natura e as secas sem ruptura. Os
espectros de FTIR apresentaram 0s grupamentos caracteristicos da
ficocianina.
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo organismos
aquaticos e fotossintéticos conhecidos pelos
seus ricos pigmentos e nutrientes, contendo
elevado conteudo proteico, sendo empregados
em suplementos alimentares. Dentre as
cianobactérias destaca-se a Arthrospira
Spirulina, que possui atividade anticancer e
antimicrobiano via producdo de compostos
antioxidantes e pigmentos como ficocianina,
ficocianobilina, aloficocianina dentre outros
produtos (NUHU, 2013).

A ficocianina € um dos principais
pigmentos da Arthrospira Spirulina que tem
sido amplamente estudada devido a sua
aplicacdo como corantes alimenticios e uso
em cosméticos, em substituicdo aos corantes
sintéticos (MARTELLI et al., 2014). A
ficocianina € uma proteina pertencente a
familia das ficobiliproteinas caracterizada
pela intensa coloragdo azul, e sua estrutura
consiste de uma proteina e componentes nao-
proteicos conhecido como as ficocianobilinas
(FERNANDEZ-ROJAS, HERNANDEZ-
JUAREZ & PEDRAZA-CHAVERRI, 2014).
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Diversos métodos tém sido investigados
a fim de proporcionar melhores extragdes e
rendimentos no conteddo de ficocianina
(CHAIKLAHAN et al.,, 2011; MORAES,
BURKERT & KALIL, 2010), sendo que a
operacdo de secagem € necessaria para a
obtencdo da biomassa seca. A secagem da
Arthrospira Spirulina, para posterior extragcdo
de ficocianina, tem sido empregada em
diversas técnicas e condi¢Bes operacionais,
tais como: estufa com circulacédo de ar a 40°C
por 48 h (SILVEIRA et al. 2010); 50°C por 6
h (ANTELO, COSTA & KALIL, 2008);
freeze-drying e secagem solar
(CHAIKLAHAN et al. 2011). No entanto,
estudos relatam que a ficocianina presente na
Arthrospira  Spirulina é  extremamente
sensivel ao tratamento térmico, resultando na
precipitacdo e perda da sua coloracdo natural,
0 que limita a sua utilizagdo em alimentos e
industria  farmacéutica (CHAIKLAHAN,
CHIRASUWAN & BUNNAG, 2012). Diante
disso, torna-se necessario o estudo de técnicas
de secagem e condi¢Oes operacionais para
preservar e obter menores perdas deste
pigmento.

A secagem em leito de jorro é uma
técnica que tem sido empregada na secagem
de pastas e suspensdes, e possibilidade de
obter um produto de qualidade similar ao
spray dryer (BEZERRA et al. 2013). Como a
Arthrospira Spirulina € extraida no cultivo
como uma suspensdo de aproximadamente
5% solidos (m/m), a secagem em leito de
jorro torna-se uma alternativa vidvel. A
secagem em bandeja é uma técnica tradicional
que tem sido amplamente utilizada para
obtencdo de biomassa seca (DESMORIEUX
et al., 2010; DISSA et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2010). Porém, devido ao longo tempo
de secagem do material em contato com
elevadas temperaturas, pode ocasionar perdas
nos compostos termossensiveis como a
ficocianina. Por esse  motivo, uma
comparacdo de técnicas que envolvem
diferentes condic¢des operacionais e tempos de
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residéncia devem ser investigadas, com o
proposito de avaliar o comportamento dos
compostos de interesse.

Além da obten¢do da biomassa seca, um
processo conhecido como ruptura celular das
microalgas tem-se destacado para obtengéo de
lipidios para producdo de biodiesel (LEE et
al.,2010), extracdo de proteinas (SAFI et al.,
2014) e na extracdo de pigmentos (MORAES,
BURKERT & KALIL, 2010; DEY &
RATHOD, 2013). O rompimento celular
envolve a liberacdo de  compostos
intracelulares através da aplicacdo de diversos
métodos, como: ultrassom, tratamentos
abrasivos como moagem, tratamento quimico,
congelamento, variagdo na pressdo osmdtica,
micro-ondas, autoclavagem, dentre outros
(MORAES, BURKERT & KALIL, 2010;
PRABAKARAN & RAVINDRAN, 2011).
Diante dos fatos relatados, este trabalho tem
como objetivo analisar diferentes técnicas de
secagem (leito de jorro e bandeja) e métodos
de ruptura celular a fim de verificar a
influéncia na concentracdo de ficocianina da
Arthrospira Spirulina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

Arthrospira Spirulina cepa LEB-18
(MORAIS et al., 2008) foi cedida pelo
Laboratério de Engenharia Bioguimica-LEB,
da Universidade Federal do Rio Grande-
FURG. A microalga foi cultivada na Unidade
Piloto em Santa Vitéria do Palmar/RS,
realizada em fotobiorreatores abertos em
condigOes néo controladas, segundo Morais et
al. (2009), contendo 20% (v/v) de meio de
cultivo Zarrouk e preparado com a agua da
Lagoa da Mangueira para manutencdo do
inoculo (COSTA et al. 2004). Ao final do
cultivo, a microalga foi coletada, filtrada (200
mesh) e prensada com uma concentracdo de
s6lidos de 20% (m/m).
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2.2 Secagem da Spirulina

2.2.1 Leito de Jorro

A secagem em leito de jorro da
Arthrospira  Spirulina foi realizada na
geometria conica, constituida por duas bases
cobnicas de vidro de 15 cm de altura,
diametros de 17,5 cm, angulo incluso de 60° e
didmetro de orificio de entrada do ar de 2,9
cm. Uma carga de inertes de 0,5 kg de
particulas de polietileno (inertes) foi utilizada
como suporte para secagem da biomassa. As
particulas de polietileno apresentavam um
didmetro médio de 3,2 mm, esfericidade de
0,7 e massa especifica de 0,96 g.cm™.

O ar de secagem era transportado por
meio de um soprador radial, e aquecido por
trés resistores de 800 W cada um. A vazdo de
ar foi medida por uma placa de orificio,
acoplada a um mandmetro de tubo em U,
sendo utilizada uma taxa de circulacdo de
solidos de 100% acima da velocidade de jorro
minimo, indicado para secagem de pastas e
suspensdes (EPSTEIN & GRACE, 2011). As
temperaturas do ar de secagem foi medida por
termopares do tipo cobre-constantan,.

A biomassa foi diluida até atingir uma
concentracdo de 5% (m/m) de sélidos, sendo
alimentada na célula de secagem por uma
seringa de capacidade de 50 mL, a uma altura
de 23 cm da base do leito e, atomizada
utilizando ar comprimido a uma pressdo de
200 kPa abs. A suspensdo de Arthrospira
Spirulina apds seca formava-se um po fino,
sendo recuperado pelo ciclone do tipo Lapple
e coletado em um recipiente de vidro.

Através de testes preliminares foram
determinados as condi¢Ges operacionais para
a secagem da Arthrospira Spirulina em leito
de jorro, sendo assim fixado uma taxa de
alimentacdo de 0,4 Kg suspensio-KQ inerte. N €
temperatura do ar de entrada de 95+1°C. Os
experimentos foram realizados em réplica,
com duragéo de 6 h.
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2.2.2 Bandeja

A secagem em bandeja com escoamento
paralelo do ar foi realizada segundo Oliveira
et al., (2010). A biomassa de Arthrospira
Spirulina  foi colocada em bandejas
perfuradas, sendo utilizada uma seringa
plastica para formar os pellets cilindricos com
didmetro de 4 mm. A biomassa foi seca a
55°C e velocidade do ar de 2,5 m.s™. Os
experimentos de secagem tiveram a duracdo
de 210 min, e foram realizados em réplica. A
biomassa seca foi recolhida das bandejas e
padronizado o seu tamanho de particula
utilizando um moinho de facas (35 mesh).

As amostras secas em leito de jorro e
bandeja foram submetidas ao processo de
rompimento celular a fim de avaliar a
influéncia no conteudo de ficocianina.

2.3 Rompimento celular

2.3.1 Moagem

Amostra de 150 g de Arthrospira
Spirulina seca foi colocada no moinho de
bolas com volume de 0,0043m® sendo o
volume total ocupado pela amostra e as bolas
de porcelanas de 21%. A ruptura ocorreu por
2 h.

2.3.2 Micro-ondas

A ruptura da biomassa por micro-ondas
(Sanyo, EM804TGR, Brazil) foi realizada
segundo o método de Lee et al., (2010), com
modificaces. Através de testes preliminares
foi utilizado 0,5 g de amostra de biomassa
seca distribuida numa placa de Petri por 2
min. A poténcia do micro-ondas utilizada foi
de 1400 W numa frequéncia de 2450 MHz.

2.3.3 Autoclavagem

A ruptura celular por autoclavagem foi
realizada utilizando uma amostra de 5 g de
biomassa seca numa autoclave (Stermax,
vertical Model 16052, Brazil) durante 30 min
a uma pressao absoluta de 0,2 MPa. Apds o
processo de ruptura, a amostra foi submetida
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a secagem numa estufa a vacuo na
temperatura de 40°C e pressdo de vécuo de
100 mmHg para remocao de agua absorvida
No processo.

2.4 Metodologia analitica

2.4.1 Determinacdo do conteado de
ficocianina

A determinacdo do contetdo de
ficocianina das amostras foi analisada
utilizando método de Silveira et al., (2007),
modificado por Moraes, Burkert & Kalil
(2010). As amostras foram dissolvidas em
agua destilada na proporcdo de 0,16Qpiomassa
seca-MLsovente -, Sendo submetidas & agitacao
sob 100 rpm em shaker durante 4 h e
centrifugadas a 3500 rpm durante 20 min.
Apds a separacdo, as amostras foram filtradas
em papel filtro, e uma aliquota foi diluida em
25 mL para leitura no espectrofotdbmetro nos
comprimentos de onda 620 e 652 nm. A
concentracdo da fiocianina foi calculada
segundo Bennett e Bogorad (1973) de acordo
com a Equacéo 1.

abs.,, —0,474(ab
FC — 620 5 34 (a 8652) (1)

2.4.2 Andlise de FTIR

Os extratos aquosos de ficocianina
foram  analisados no  espectro  de
infravermelho, a fim de identificar os
principais picos que representam 0S grupos
funcionais da ficocianina presentes na
Arthrospira Spirulina, utilizando a agua
destilada como branco.

A analise se baseia na espectroscopia da
transformada de Fourier (FTIR) de acordo
com a refletancia atenuada total horizontal
(HATR), através de um prato de cristal com
um angulo de abertura de 45°. As analises
foram realizadas em temperatura ambiente de
20°C utilizando uma varredura através da
frequéncia de 4000-800 cm™ na resolugéo de
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4 cm™, com quarenta e cinco varridas por
aliquota.

2.4.3 Microscopia eletronica de varredura

As amostras de Arthrospira Spirulina
secas em leito de jorro e bandeja com e sem
ruptura foram analisados a sua estrutura
morfologica pela analise de microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), sendo
recobertas por uma camada de ouro nos stubs
antes do procedimento.

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel
de 95% de significancia (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Conteudo de ficocianina

Os contetdos de ficocianina avaliados
na amostra in natura, em diferentes técnicas
de secagem (leito de jorro e bandeja), e
métodos de ruptura (moagem, micro-ondas e
autoclavagem), estdo mostrados na Figura 1.

Figura 1 — Contetdos de ficocianina (FC) das
diferentes técnicas de secagem e métodos de
ruptura.
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Legenda: LJ=leito de jorro; LJM=leito de jorro
moagem; LJMO=leito de jorro micro-ondas;
LJAT=leito de jorro autoclave; BJ=bandeja;
BJM=bandeja moagem; BJMO=bandeja micro-ondas;
BJAT=bandeja autoclave. Letras diferentes apresentam
diferenga significativa (p<0,05).
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Observando  0s  resultados  dos
contedos da ficocianina na Figura 1,
observa-se que a Arthrospira Spirulina in
natura em relagdo as amostras submetidas a
secagem apresentaram diferenca significativa
ao nivel 95% de significancia (p<0,05). No
entanto, os experimentos de secagem sem
método de ruptura em leito de jorro
proporcionou perdas de 46,7%, e em bandeja
apresentou perdas de 38,4%, valores estes
superiores aos encontrados na literatura de
37% por OLIVEIRA et al., (2010).

Comparando-se as amostras secas em
leito de jorro e bandeja em relacdo aos
métodos de ruptura celular, observa-se na
Figura 1 que para o leito de jorro, a ruptura
por micro-ondas foi a que obteve melhores
resultados, seguido da moagem. Ocorrendo
um aumento dos valores acima de 100%,
mostrando ser quatro vezes maior em relagéo
a amostra sem ruptura. Enquanto que na
secagem em bandeja, a moagem foi mais
efetiva para extrair a ficocianina, obtendo um
aumento de 71% em relacdo a amostra seca
em bandeja sem ruptura.

A ruptura celular por micro-ondas
ocorre devido a intensa vibracdo de moléculas
de &gua no interior da biomassa pelo
aquecimento, fazendo com que a ficocianina
seja liberada dos vacuolos celulares. Segundo
Kim et al. (2013), as micro-ondas podem
rapidamente aquecer a biomassa para
provocar danos nas camadas celulares e
quebrar diretamente as pontes fracas de
hidrogénio nessas camadas. Portanto, a
radiacdo provocada pelas micro-ondas €
vantajosa, devido a sua rapida penetracdo em
biomassa, 0 que resulta numa répida ruptura
celular.

Na moagem, 0 processo contribui para
desintegracdo e reducdo do tamanho da
particula a tamanhos menores que a original,
rompendo as paredes celulares e liberando
seus compostos, devido as tensbes de
compressdo pelas bolas de porcelana
utilizadas no moinho. No entanto, o0 método
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de autoclave ndo foi eficiente para as
amostras de Arthrospira Spirulina, pois
apresentou o maior indice de perda, de quase
100% da ficocianina em relagdo as amostras
sem ruptura. Isso se deve a elevada
temperatura de vapor de &gua aplicada no
processo e durante ao longo tempo de
exposicdo, degradando a ficocianina pela
reacdo de escurecimento ndo-enzimatico com
formacdo produtos da reacdo de Maillard,
como as melanoidinas.

A Arthrospira Spirulina por ser uma
“micro” alga, possui uma parede celular
rigida de varias camadas dificultando a
extracdo de compostos intracelulares. No
entanto, ao submeter processos de ruptura, faz
com que a ficocianina que esta presente nos
tilacdides dos cloroplastos, seja liberada em
maior concentragcdo. Por esse motivo, apos o
rompimento celular das amostras secas foram
alcancados  maiores  concentracBes  de
ficocianina em relacdo as amostras secas sem
ruptura, conforme apresentado na Figura 1.
Cabe salientar que o conteudo de ficocianina
na biomassa in natura foi menor que nas
amostras secas com ruptura, pois nédo foi
rompida a célula. Logo, a comparacdo da
biomassa in natura foi em relacéo ao processo
de secagem.

3.2 Analise dos espectros de infravermelho
de FTIR

Os extratos aquosos de ficocianina das
amostras secas sem e com ruptura celular
também foram avaliados pela analise de
infravermelho pela FTIR de acordo com as
Figuras 2 e 3.
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Figura 2 — FTIR dos extratos aquosos

de

ficocianina das amostras de Arthrospira Spirulina
secas em (a) leito de jorro sem ruptura; (b) leito de

jorro moagem; (c) leito de jorro micro-ondas;
leito de jorro autoclave.

(d)
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Fonte: autores (2015).
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Figura 3 — FTIR dos extratos aquosos de
ficocianina das amostras de Arthrospira Spirulina
secas em (a) bandeja sem ruptura; (b) bandeja
moagem; (c) bandeja micro-ondas; (d) bandeja

autoclave.
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Analisando os espectros das amostras
nas Figuras 2 e 3, foram identificadas as
seguintes bandas caracteristicas da estrutura
da ficocianina: 3800 a 3500 cm™
correspondem ao estiramento do plano dos
grupos -OH livres; 3300 cm™ que corresponde
a deformacdo axial da ligacdo N-H das
aminas primarias; regido de 3000 cm™ que
corresponde a deformacdo axial simétrica e
assimétrica de C-H; 1700 cm™ corresponde ao
estiramento vibracional forte de C=0; na
regifo de 1550 cm™ corresponde &
deformacdo angular do grupamento N-H;
1400 cm™ corresponde & deformagéo angular
de C-H; 1250 corresponde ao estiramento de
C-N; na regido de 1100 cm™ corresponde &
deformacdo axial de C-O-H; e bandas nas
regides de 900 a 760 cm™ compreendem as
regibes de deformacdo de C-H fora do plano
(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE,
2005).

Na amostra seca em bandeja sem
ruptura foram observadas algumas bandas
com menor intensidade do que na amostra
seca em leito de jorro sem ruptura na regiao
de 3000 cm™, 1700 cm™ e 1100 cm™. Além
disso, na regido de 1100 cm™ apresentou um
agrupamento de compostos com o C-O-H. A
sobreposicao de bandas proximas o que pode
indicar uma preservacdo destes grupamentos,
0 pode indicar as menores perdas de
ficocianina na amostra seca em bandeja sem
ruptura em relacdo a secagem em leito de
jorro.

Em relacdo as amostras secas sem
ruptura e com ruptura, foi observado algumas
modificagOes em diversas bandas. Na amostra
seca em leito de jorro e rompida por micro-
ondas, a qual apresentou maior contetdo de
ficocianina do que as demais amostras,
apresentou picos na regido de 3000 cm™(C-H)
e 1700 cm™ (C=0) com maior intensidade do
que as amostras rompidas por moagem e
autoclavagem. Enquanto que, nas amostras
secas em bandeja, a amostra rompida pela
moagem apresentou o grupamento C-H mais
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intenso na regido de 3000 cm™. Também, foi
observado uma sobreposicdo de derivados de
C-O-H na regido de 1100 cm™ do que as
demais amostras, com maior intensidade.

Além disso, observa-se claramente,
que as amostras obtidas por ruptura celular,
apresentou reducdo ou desdobramento do
grupo carbonila (C=0) na regido de 1700 cm’
! devido a formacdo de derivados desse
grupamento, mostrando que a ruptura celular
provoca uma perturbacdo nos grupamentos e
consequentemente no contetdo de
ficocianina.

Outro aspecto relevante que foi
observado nos espectros estd relacionado ao
processo de autoclave. Tanto na amostra seca
em leito de jorro quanto na bandeja obtida por
este método de rompimento celular,
apresentaram um pico pronunciado na regido
de 760 cm™ com maior intensidade na bandeja
do que no leito de jorro, provavelmente
devido a formacdo de subprodutos da reacdo
de degradacéo da ficocianina.

3.3 Microscopia eletrénica de varredura
dos produtos desidratados

As Figuras 4 e 5 apresentam as
estruturas  morfologicas  realizadas  nas
amostras secas nas diferentes técnicas e
métodos de ruptura.
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Figura 4 — Microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) das amostras secas em (a) leito de jorro
sem ruptura; (b) leito de jorro moagem; (c) leito
de jorro micro-ondas; (d) leito de jorro autoclave.
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Fonte: autores (2015).
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Figura 5 — Microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) das amostras secas e em (a) bandeja sem
ruptura; (b) bandeja moagem; (c) bandeja micro-
ondas; (d) bandeja autoclave.
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Fonte: autor (2015).

As particulas de Arthrospira Spirulina
secas em leito de jorro (<100um) e bandeja
(<500 pm) apresentaram estrutura irregular,
compacta e rugosa. As amostras rompidas por
moagem apresentaram reducao na
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granulometria  com particulas mais
aglomeradas; as amostras rompidas por
micro-ondas ndo apresentaram diferenca na
estrutura morfoldgica e; as amostras rompidas
por autoclave apresentaram uma reducdo da
rugosidade das particulas, devido ao
superaquecimento.

4. CONCLUSAO

Diante do estudo apresentado neste
trabalho, pode-se verificar que as técnicas de
secagem em leito de jorro e bandeja, sem
método de ruptura da biomassa, apresentaram
perdas de ficocianina de 47 e 38%,
respectivamente, em relacdo a amostra in
natura (41 mg.g™). No entanto, ao utilizar o
método de ruptura celular por micro-ondas
em leito de jorro obteve maior extragdo de
ficocianina do que os demais métodos e do
que amostra in natura, apresentando um valor
de 85 mg.g™*. Para a amostra seca em bandeja,
a amostra rompida pela moagem apresentou
os melhores resultados na extracdo da
ficocianina (43 mg.g™?). O método de ruptura
celular realizado pela autoclave nas amostras
secas em leito de jorro e bandeja nédo foi
satisfatorio devido a degradacdo da
ficocianina. Sendo observado nos espectros
de infravermelho mudancas nas bandas dos
grupamentos caracteristicos deste pigmento.
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