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RESUMO - Anemia ferropriva ¢ definida pela producdo de eritrocitos pequenos e pela diminuicdo do indice de
hemoglobina circulante, constituindo o Ultimo estagio da deficiéncia de ferro e corresponde a um longo periodo
de privacédo deste nutriente. No Brasil, estudos conduzidos em diversos Estados indicam que a anemia ferropriva
prevalece em 70% das criancas na faixa etéria de 6 a 12 meses de idade, além de gestantes, lactantes e lactentes
e, para isso tornou obrigatoria a adicdo de sais de ferro em farinhas de trigo e de milho. Com o objetivo de
oferecer uma fonte alternativa deste mineral, foram obtidas e caracterizadas nanoparticulas de Spirulina. A
cianobactéria estudada, Spirulina cepa LEB-18, foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Engenharia
Bioquimica da mesma Universidade. Para obtencdo das nanoparticulas foi utilizada a técnica de ultra
homogeneizagdo, onde a biomassa foi homogeneizada com diferentes solventes na propor¢éo 1:100 a 10,2 x 103
rpm/20 minutos; posteriormente liofilizada e analisada quanto ao tamanho das particulas por Microscopia
Eletronica de Varredura. Constatado o tamanho das particulas em escala nanométrica, estas foram imediatamente
encaminhadas as determinac6es dos teores de ferro, calcio, fosforo e magnésio pelo método de Espectroscopia
de Absorcdo/emissdo Atdmica. Os resultados obtidos foram comparados com os valores recomendados para
Spirulina para consumo humano pela Food and Drug Administration e com Ingestdo Diéaria Recomendada de
minerais pelo Ministério da Saude. Os resultados indicam que a Spirulina em tamanho nanométrico pode ser
uma fonte alternativa de minerais.
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1 INTRODUCAO

Anemia ferropriva € definida pela producéo de eritrocitos pequenos e pela diminui¢do do indice de
hemoglobina circulante; constitui o Gltimo estagio da deficiéncia de ferro e corresponde a um longo periodo de

privacdo deste nutriente. Esta caréncia ocorre principalmente em criancas, adolescentes do sexo feminino,
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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 absorcdo (ADOM et al., 2010).

A fortificacdo de alimentos com sais de ferro é uma das estratégias para 0 combate a anemia ferropriva
em paises subdesenvolvidos, tendo como vantagens o alcance a todos os eixos da populacdo e ndo requerer a
cooperacdo do individuo. No entanto, esta fortificacdo merece atencdo especial, pois as formas de ferro com boa
solubilidade, como sulfato de ferro, sdo quimicamente reativas e provocam alteragdes sensoriais indesejaveis aos
alimentos. E compostos de ferro inerte ou sais de ferro insollveis, como ferro reduzido e fosfato ferroso, ndo
provocam tais alteragdes, porém tem baixa absorgdo (WEGMULLER et al., 2004; COCATO et al., 2007).

Sabe-se que o tamanho da particula podera influenciar na absor¢do. Em relacdo ao ferro, uma elevada
absorcdo foi relatada ap6s a sua reducdo em microparticulas (WEGMULLER et al., 2004; COCATO et al.,
2007). Rohner et al. (2007), apds reduzirem compostos sollveis de ferro em nanoparticulas verificaram, através
de experimento com ratos, o aumento da biodisponibilidade deste mineral. A nanobiotecnologia é a combinacao
da nanociéncia e biotecnologia com objetivo de produzir sistemas com menor tamanho e mais eficientes. O
prefixo “nano” estd relacionado a uma escala de medida em que um nandmetro (I nm) representa um
bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro. Estruturas nessa escala apresentam propriedades
funcionais Unicas ndo encontradas na escala macro (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Segundo Jassby (1988) a quantidade de ferro na cianobactéria do género Spirulina destaca-se em
relagdo aos demais, sendo que cada 3 g de Spirulina contém 1.3 mg de ferro. Em estudos realizados foi
demonstrado que o ferro presente na Spirulina é um bom regenerador de hemoglobina em ratos (MOREIRA et
al., 2011 apud KAPPOR e MEHTA., 1993). Levando em consideracdo a composicdo da Spirulina, que a anemia
ferropriva € um dos maiores problemas nutricionais em paises em desenvolvimento e que compostos em escala
nanométrica podem apresentar uma melhor absor¢do pelo organismo, o grupo de pesquisa achou pertinente
quantificar, na biomassa de Spirulina em tamanho nanométrico, o teor de ferro e de minerais que possam

influenciar na sua absorcéo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Material

A microalga utilizada no presente trabalho foi Spirulina cepa LEB-18 (MORAIS et al., 2008), isolada
da Lagoa Mangueira. A biomassa foi triturada em moinho de facas (Laboratory Mill 3100, Perten®) e peneirada
em agitador de peneiras, alcancando uma granulometria de 88 pm. Apo6s foi acondicionada a vacuo em
embalagens de polietileno de alta densidade (PEAD), com capacidade para 500 g, e armazenada a 5 + 2°C.

2.2. Métodos

2.2.1. Obtencdo de Spirulina em tamanho nanométrico
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Microparticulas secas de Spirulina LEB-18 foram misturadas, na proporcao 1:100 (p/v) com solugao
tampéo fosfato de sodio (0.2 M e pH 7) em Homogeneizador Digital Ultraturrax a 10.2 x 103 rpm por 20 min. A
escolha do solvente, rotacdo e tempo foi embasada na metodologia descrita por Machado (2011) e Dotto et al.
(2012). As solucdes obtidas foram armazenadas a -60 °C por 24 horas em Ultrafreezer e encaminhadas ao

processo de liofilizacdo.

2.2.2. Determinacdo do tamanho e morfologia das amostras

As amostras foram analisadas quanto ao seu tamanho e morfologia em Microscépio Eletronico de
Varredura (MEV), com resolugdo de 100 e 5.000 vezes. Para isso as amostras em po, obtidas através do processo
de liofilizagdo, foram previamente adicionadas de acetona, encaminhadas ao banho ultrassénico por 25 min e

metalizadas em ouro por 3 min.

2.2.3. Determinacéo de ferro, célcio, fosforo e magnésio.

As amostras (~ 300 mg) foram pesadas em triplicata e digeridas em forno de micro-ondas modelo
Speedwave 4 (Berghof, Alemanha). O programa de aquecimento esta descrito na Tabela 1. Para digestdo, foram
utilizados 5 mL de HNO; concentrado e redestilado (Merck) e 0,5 ml de HF a 40% (Merck). Apds a digestdo, as
amostras foram diluidas 5 a 500X em 5% HNO; para posterior quantificacdo por espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (modelo Optima 4300 DV, Shelton, EUA).

Tabela 1 - Programa de aquecimento em forno de micro-ondas

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

A introducdo das amostras do espectrometro foi realizada utilizando um nebulizador GemCone e uma
camara de pulverizacao ciclonica. As outras condi¢gdes do equipamento estdo descritas na Tabela 2. O plasma foi

formado a partir de argbnio (White Martins, Sdo Paulo, Brasil), com uma pureza de 99,996%.

Tabela 2 - Condigdes de operagéo do equipamento ICP OES*

Pardmetros CondicOes

Poténcia (W) 1400

Vaz&o do gas principal (L min™) 15

Vaz&o do gas auxiliar (L min™) 0,2

Vazo do gas de nebulizacéo (L min™) 0,7

Comprimento de onda (nm) Ferro 238.204
Célcio315. 887
Fosforo 214.914

Magnésio279. 077

* Espectrometria de emissdo atbmica com plasma indutivamente acoplado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 sdo duas microfotografias eletronicas da Spirulina LEB-18 apds homogeneizagdo com
solucdo tampéo fosfato 0.2 M. Na imagem 1a observa-se a amostra, em totalidade, em um aumento de 100 x no
MEV. Na imagem 1b, em uma resolucdo de 5.000 x, observa-se uma regido especifica da amostra, onde foram
escolhidas e medidas e 3 particulas (461, 628 e 727 nm). Machado (2011), com o mesmo método, obteve
nanoparticulas de Spirulina com tamanho médio de 215 nm. Dotto (2012), seguindo a mesma metodologia,
porém com secagem das particulas em estufa a vacuo, obteve particulas com didmetro variando de 100 a 350

nm.

Figura 1 - Microfotografias eletrdnicas de Spirulina LEB-18 em tamanho nano obtidas em analise de
MEYV nas resolu¢des 100 x (1a) e 5.000 x (1b)

Apos constatagdo do tamanho nano, a amostra foi analisada quanto aos teores de ferro, célcio, fésforo e
magnésio. Os resultados podem ser observados na Tabela 3, onde sdo comparados com valores preconizados
pela Food and Drug Administration (FDA, 2011) e com a Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2004).

Tabela 3 — Contetido de minerais em Spirulina nanométrica em comparagdo com valores preconizados pela
Food and Drug Administration em Spirulina para consumo humano e indice de Ingestio Diaria para criangas

recomendado pelo Ministério da Saude

Mineral Spirulina nanosize FDA IDR para criangas*
Hg.g™ + dp Hg.g™ Hg
Ferro 479 +12 533 6.000 —9.000
Célcio 7.198 + 50 4.667 500.000-700.000
Fosforo 13.6369 + 1441 10.000 460.000-1.250.000
Magnésio 2.066 + 40 7.667 60.000-100.000

*Criangas de 1 a 10 anos.

Com excecdo do teor de ferro encontrado na Spirulina em tamanho nanométrico, todos 0s outros
minerais estdo presentes em elevado percentual, quando comparados aos preconizados pela FDA para Spirulina

para consumo humano. O percentual de ferro obtido é proximo ao que estabelece a FDA e também condiz com o
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estudo de Ramirez-Moreno e Olvera-Ramirez (2006). Na pesquisa, 0s autores relatam encontrar 0,03 a 0,05% de
ferro em Spirulina e no presente estudo encontrou-se 0,04% deste mineral na Spirulina em tamanho
nanométrico. Ao observarmos a coluna 4 da Tabela 3 para o mineral ferro, pode-se verificar que 12 — 18 g da

microalga supririam a RDI deste mineral para criangas.

4 CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstrou que a cianobactéria Spirulina em tamanho nanométrico € uma
importante fonte de minerais, em especial o ferro, podendo contribuir com o combate as caréncias nutricionais

dos grupos de risco.
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