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RESUMO - Atualmente os carotendides utilizados s@o obtidos por rota sintética ou por extragdo a
partir de plantas e algas. A procura por compostos naturais tem resultado em constantes pesquisas
referentes a producdo de carotendides por via fermentativa. A secagem por atomizagdo € uma
técnica de encapsulamento muito utilizada na fabricacdo de alimentos, produtos farmacéuticos,
cosméticos e pigmentos, alem de ser uma alternativa de aumentar a vida util de produtos pereciveis
transformando-os em pé seco. O objetivo deste trabalho foi estabelecer condi¢bes de atomizacéo,
preservando os carotenoides apds a desidratacdo da biomassa de Rhodotorula. Foram avaliadas a
influéncia da adicéo de adjuvante de secagem e a velocidade de aspiracdo do atomizador. Com base
nos resultados obtidos foi realizado um planejamento experimental segundo delineamento
composto central, em que os parametros avaliados foram a temperatura de entrada do atomizador e
a vazdo de alimentacdo da suspensdo. Ndo foi detectada viabilidade celular acima de 160°C. O
menor teor de umidade foi a 180°C de temperatura de entrada e 40 mL.h™ de vaz&o de alimentacAo.

PALAVRAS-CHAVE: atomizacao; secagem; carotenoides

1. INTRODUCAO

Uma alternativa conveniente de
aumentar a vida Gtil de produtos pereciveis é
transforma-los em p6 seco. Atualmente a
secagem por atomizacdo é uma das técnicas
mais utilizadas na fabricacdo de varios
produtos incluindo alimentos, produtos
farmacéuticos,  cosméticos, argilas e
pigmentos. A secagem por atomizacdo
envolve a pulverizagcdo de um alimento
liguido em um meio de secagem, resultando
em uma rapida evaporacdo do solvente
(Vega; Roos, 2006).

A remocdo de agua das solucdes por
“spray-dryer” é uma pratica comum utilizada
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para diminuir o teor de umidade do produto e
consequentemente a atividade de agua, sendo
geralmente utilizada na industria de
alimentos para garantir a estabilidade
microbiologica dos produtos, evitar riscos de
degradacbes quimicas ou bioldgicas, reduzir
0s custos de armazenamento e transporte e,
finalmente, obter um produto com
determinadas propriedades como
solubilidade instantdnea, por exemplo.
(Gharsallaoui et al., 2007).

A desidratacdo por “spray dryer” sem
aditivos exige a instalacdo de dispositivos
especiais na camara de secagem, tais como
paredes resfriadas, resfriadores,
dispersadores de ar secundario, reciclagem
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do produto seco ou indutores de cristalizacdo
no alimentador. Para evitar a instalacdo de
tais dispositivos é possivel a adicdo de

coadjuvantes (suportes) no liquido de
alimentacéo.
Alguns coadjuvantes usados para

introduzir alteracBes fisicas no produto
permitem reduzir a deposicdo nas paredes e
facilitam a manipulacdo dos produtos. Entre
os coadjuvantes estdo incluidos o ar, gases
comprimidos, espumas, alginatos, proteina
de soja, mono-esterato de glicerol, gomas
naturais, sacarose, xaropes de amido e
dextrinas. (Daiuto; Cereda, 2003).

A sintese natural de carotendides
produzidos por algumas leveduras, como as
do género Rhodotorula, tem sido considerada
como potenciais produtoras de pigmentos
(Libkind; Broock, 2006). Estes pigmentos
microbianos apresentam-se como uma
alternativa viavel aos pigmentos de origem
animal ou vegetal, apresentando problemas
de  sazonalidade, além de terem
produtividade alta.

O objetivo deste trabalho foi
estabelecer condicbes de atomizagdo,
preservando o0s carotendides apds a
desidratacdo da biomassa de Rhodotorula.

2. MATERIAIS E METODOS

Microrganismo e manutencdo da
linhagem: A levedura Rhodotorula sp.
CNPAT-02 do banco de microrganismos da
Embrapa Agroinddstria Tropical, Ceara foi
utilizada nesse estudo. A linhagem foi
mantida em &gar Sabouraud (10 g.L™* de
peptona de soja, 40 g.L™" de dextrose e 15
g.L ™) segundo a técnica de subcultura e
estocada sob refrigeracao.

Ativacdo e preparo do indculo: Com o
auxilio de uma alca de platina, o inéculo foi
transferido assepticamente para o 4&gar
inclinado Sabouraud e, em seguida, foi
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incubado em BOD por 3 a 5 dias. Para a

producdo  do  inbculo,  transferiu-se
assepticamente uma amostra da linhagem
estocada, para frasco de erlenmeyer de 250
mL, contendo 100 mL de caldo Sabouraud
(10 g.L" de peptona de soja e 20 g.L™ de
dextrose) e incubado a 30°C, 150 rpm por 24
horas em agitador orbital. Apos a
quantificacdo da biomassa, inoculou-se nos
meios de fermentacdo o volume necessério
para a obtencdo de um in6culo em torno de
0,1 g.L™ de massa seca.

Meio de fermentacdo: foi preparado de
acordo com a seguinte composicao (expressa
em g.L™): dextrose: 250; extrato de
levedura: 3,57; KH,PO,: 2,0; K;HPO,: 2,0 e
MgSQO,.7H,0: 0,1. O pH do meio de cultura
foi corrigido para 6,0. Apds o ajuste do pH,
para cada frasco/biorreator foram
transferidos diferentes volumes de meio. Para
os erlenmeyers de 500 e 2000 mL foram
transferidos 50 e 450 mL de meio,
respectivamente.  Estes  frascos  foram
esterilizados a 121°C por 15 min. Para o
biorreator de 14L, preparou-se 9,5L de meio
adicionado de Gleo de soja comercial numa
concentracdo de 0,30%, como agente de
prevencdo de espuma. A dorna de
fermentacdo contendo o meio foi esterilizada
em autoclave a 121°C por 30 min.

Processo Fermentativo: a partir do
caldo Sabouraud, inoculou-se em frasco de
500 mL, contendo 50 mL de meio de
crescimento 0 volume necessario para a
obtenc&o de um inéculo em torno de 0,1 g.L™*
de massa seca. O meio foi incubado em
agitador orbital a 30°C, 150 rpm por 36
horas. 50 mL do meio fermentado foi
utilizado para inocular um erlenmeyer de 2L
contendo 450 mL de meio estéril. O meio
inoculado foi entdo incubado em agitador
orbital a 30°C, 150 rpm por 24 horas. O meio
fermentado foi utilizado para inocular o
biorreator da marca New Brunswinck
Scientific Co., modelo BioFlo 3000 com
capacidade nominal de 14L e volume
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méaximo de trabalho de 10L. Para este estudo,
utilizaram-se duas turbinas de 6 pas planas,
também  conhecidas como  turbinas
“Rushton”. O fermentador também foi
equipado com quatro chicanas (buffles)
equidistantes, posicionadas a 90° em relacédo
a parede. Antes da inoculacdo o fermentador
foi ligado e os parametros de temperatura,
agitacdo e taxa de aeracdo foram ajustados
para 30°C, 250 rpm e lvwwm!
respectivamente, durante 30 minutos para
estabilizacdo do sistema. A fermentacao foi
conduzida em batelada simples durante 120
horas. Amostras foram retiradas a cada 24
horas de fermentagdo e coradas, segundo o
método de Gram, visando 0
acompanhamento da pureza de cada amostra.

Preparo da suspensdo de leveduras:
mediu-se 300 mL da suspensdo de leveduras
concentrada, e entdo a suspensdo foi
colocada em béquer de vidro de 500 mL. A
amostra foi homogeneizada com uma barra
magnética imersa no liquido e um agitador,
gue manteve a suspensdo sob constante
agitacdo até que toda amostra fosse injetada

0 “spray dryer” (Figura 1).

Recuperacdo da biomassa: Ao final de
120h de fermentacdo, amostras foram
distribuidas igualmente em frascos plasticos
com tampa e centrifugadas a 8000rpm
durante 10 minutos. As células foram
separadas do meio de cultivo e o
sobrenadante foi descartado. A centrifuga da
marca Sigma, modelo 6K-15, rotor 12.500
com capacidade total de 1,5L, foi utilizada
para recuperacdo das células. Este
procedimento repetiu-se por sucessivas vezes
até que todo o meio fermentado fosse
centrifugado. As células foram entéo
ressuspensas em 1,5L de agua destilada e
estocada sob refrigeracio a 8°C para
posterior secagem em “spray dryer”.
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Figura 1 — Preparo da suspensdo de
Rhodotorula sp. CNPAT-02.

Determinacfes analiticas: cor
instrumental - A coloragdo foi determinada
por andlise colorimétrica  utilizando
colorimetro Minolta CR-300, o qual emite
um feixe de luz sobre o material e, em
seguida, captura a luz refletida, fornecendo
trés varidveis: L* (variagdo de luminosidade
do preto ao branco); a* (variagdo do verde ao
vermelho) e b* (do azul ao amarelo), na
escala padrdo de cromaticidade na faixa de -
60 até +60 para os parametros a* e b*;
células viaveis - A concentracdo de células
viaveis e totais foi determinada pela
contagem da suspensdo previamente diluida,
através da técnica de exclusédo pela coloragdo
com azul de metileno em cémara de
Neubauer; atividade de &gua - foi
determinada no produto em p6 por leitura
direta em aparelho Aqualab modelo CX-2 —
Decagon; umidade - a umidade foi
determinada no produto seco. Foram
pesados, em duplicata, 1g do produto seco e
colocados em cadinhos, previamente tarados,
a 90°C por 24 horas em estufa de circulacdo
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de ar da marca Quimis (1AL, 1985); extracao
e quantificacdo de carotendides - foram
pesados 50 mg da amostra seca para extracdo
e quantificacdo. Com o intuito de romper a
parede celular das leveduras, foi utilizado
dimetilsulfoxido de acordo com a
metodologia de Squina (2003). Apds a
extracdo exaustiva dos carotendides, todo o
extrato foi colocado em baldo de 50 mL e
aferido com a mistura de éter etilico/acetato
de etila (1:1). Os carotendides foram
guantificados em espectrofotdbmetro a 450
nm, utilizando branco preparado com a
mesma mistura de solventes e curva-padrédo
de B-caroteno; higroscopicidade — durante
dois dias o produto seco foi estocado em
ambiente a 25°C e 80% de umidade relativa,
sem acondicionamento (amostras sobre placa
de Petri), onde se observou o menor grau de
aglomeracéo (visual) do produto.

Pardmetros estudados no processo: a
secagem por atomizacdo foi conduzida em
Mini Spray Dryer Buchi B-290, com
capacidade maxima de secagem de 1,0 L de
agua por hora e bico atomizador integrado de
duplo fluido com 0,7mm de diametro. O
atomizador de secagem Bichi B-290
funciona segundo o principio da corrente de
ar e de produto em sentido concorrente
(Buchi, 2005). O processo envolve a
atomizacdo de um liquido em pequenas
goticulas dentro de uma camara de secagem
por onde passa um fluxo de ar quente. Essas
goticulas sdo secas pelo ar transformando-se
em pequenas particulas sélidas (Ré, 2007).
Inicialmente foi avaliado o efeito da adicao
de adjuvantes de secagem para se avaliar
qual das amostras apresentaria um melhor
desempenho em termos de teor de umidade,
atividade de agua e higroscopicidade. Estes
testes foram realizados a temperatura de
entrada de 160°C, com vazao de alimentacéo
da suspensdo de 20 mL.h™ e aspiracdo de
50%, com e sem adi¢do de maltodextrina e o
PPVP-90K (polivinilpirrolidona), usados
como agentes adjuvantes. A partir dos
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melhores resultados obtidos da primeira
etapa, variou-se a velocidade do aspirador do
“spray dryer” em 50%, 70% e 90% que
corresponde a aproximadamente 20, 28 e 35
m>h™ do fluxo de volume de ar aspirado,
respectivamente. Com base nos resultados
obtidos na segunda etapa, foram definidas as
faixas dos parametros de secagem para
realizacdo dos tratamentos do delineamento
composto central. O planejamento consistiu
de um fatorial 2, adicionado de 4 pontos
axiais e 3 ensaios no ponto central. Nos
tratamentos de secagem realizados, foram
utilizados  diferentes combinagbes de
temperatura de entrada e vazdo de
alimentacéo, apresentando variacdo de 160°C
a 200°C e 20 a 40 mL.h™, respectivamente.
A vazdo de ar comprimido durante a
atomizacdo (357L.h™") foi constante em todos
0s experimentos do planejamento.

Tabela 1 — Valores das variaveis segundo o
delineamento composto central.

. Vazéo de
NUumero Temperatura alimentaco
de de Entrada ~
ensaios °C) da suspeansao
(%)
1 166 23
2 194 23
3 166 37
4 194 37
5 160 30
6 200 30
7 180 20
8 180 40
9 180 30
10 180 30
11 180 30

a - correlacdo entre os valores percentuais
indicados e a vazdo de alimentacdo, em
mL.h™ para 4gua destilada.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
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3.1 Avaliacdo do uso de adjuvante
de secagem

As suspensdes de leveduras contendo
maltodextrina  ou PPVP-90, além de
permanecerem aderidas a camara de secagem
ocasionando um  menor  rendimento,
apresentaram um elevado teor de umidade
em relagdo a amostra sem adjuvante.
Também foi possivel observar que a amostra
a qual ndo se adicionou adjuvante,
apresentou uma atividade de 4gua
relativamente baixa, quando comparada as
amostras que possuiam em sua COmposi¢ao
adjuvante de secagem. Estes dados estdo
expressos na Tabela 2.

Tabela 2 — Adjuvantes de secagem
adicionados na suspensdo de levedura.

Tipo de Teor de Atividade
adjuvante de Umidade de agua
secagem (%) (Aw)
Sem adigéo 2,92 0,252
Maltodextrina 6,65 0,534

PPVP-90K 7,17 0,347

Adicionalmente 0 teste de
higroscopicidade indicou que as amostras
contendo adjuvantes de secagem
apresentaram aspecto bem mais Umido e
aglomerado em relagcdo a amostra sem
adjuvante. Portanto, o melhor resultado para
a obtencdo de um poé seco, fino e com baixo
teor de umidade foi o teste conduzido sem
adicdo de adjuvante de secagem.

A partir destes resultados realizaram-se
experimentos  variando-se  somente a
velocidade do aspirador e mantendo fixos 0s
outros parametros do processo de secagem:
temperatura de entrada, vazdo de alimentacao
e vazdo de ar comprimido.
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3.2 Avaliacdo da variacdo da
velocidade do aspirador

Para este estudo a temperatura de
entrada (160°C), a vazdo de ar comprimido
(357L.h™") e vazdo de alimentacdo da
suspensdo (20%) foram mantidas constantes,
a fim de definir qualitativamente uma
velocidade de aspiracdo que resultasse em
um produto seco, fino com minimo teor de
umidade. Analisando as amostras que foram
submetidas a velocidades de aspiracdo de
50%, 70% e 90%, foi observado que a
melhor velocidade do aspirador aplicada ao
processo de secagem das células de
Rhodotorula foi a velocidade de 90%. A
camara de secagem, o ciclone e o coletor
encontravam-se completamente secos e toda
a amostra recuperada, ficou depositada
completamente no coletor, resultado ao
contrario foi observado quando se aplicou as
velocidades de 50% e 70%, em que a
amostra encontrava-se depositada no ciclone,
apresentando um teor de umidade maior,
devido a menor temperatura de saida e maior
umidade que sdo decorrentes da menor
transferéncia de calor e de massa devido a
baixa velocidade de ar de secagem, que
provavelmente esta associada a uma baixa
temperatura do ar de entrada.

A temperatura de saida registrada foi
mais elevada utilizando velocidade de
aspiracdo de 90%, atingindo 73°C, o que
pode ser uma desvantagem no caso de se
desejar a obtencgdo de células vivas, porém no
presente estudo leveduras vivas poderiam
posteriormente promover alteragdes na
composicdo dos carotendides, podendo até
mesmo diminuir a vida atil do produto
(Bhosale et al., 2003).

3.3 Avaliagdo dos dados obtidos na
secagem da levedura

Admitindo os  pardmetros  de
velocidade do aspirador de 90% e uma
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amostra de levedura concentrada sem adi¢do
de adjuvante, mostrou-se adequadas ao
processo de secagem para realizacdo do
planejamento experimental. A secagem da
suspensdo de Rhodotorula sp., resultou em
um po seco, fino, livre de umidade e com
coloragéo rosada.

De acordo com as diferentes
combinacGes de temperatura de entrada e
vazdo de alimentacdo da suspensdo foi
possivel obter teores de umidade e atividade
de &gua do produto baixa, conforme pode ser
observado na

Tabela 3.

A partir dos dados experimentais
obtidos do planejamento, foi possivel
observar que nd&o houve uma diferenca
significativa no teor de umidade e atividade
de agua. No entanto, a fim de tornar o
processo de secagem menos dispendioso,
devido a menor quantidade de energia e
tempo gastos para a secagem da amostra e
consequentemente pela menor oxidacdo dos
carotendides, o melhor tratamento de
secagem para a suspensdo de levedura foi a
condigdo em que se aplicou temperatura de
entrada de 166°C e vazao de alimentacdo da
suspensdo de 37 mL.h™.

Segundo Farias (2009), na secagem por
“spray-dryer”, altas temperaturas de entrada
do ar sdo requeridas para a obtengdo de um
produto final na forma de p6 com baixo teor
de umidade, recomendando valores de
umidade entre 4% e 5%.
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A atividade de 4gua (Aw) é um indice
importante para 0 pd seco por atomizacao
(Figura 2), pois pode afetar muito a vida -de-
prateleira do p6 produzido (Quek et al.,
2007).

Figura 2 — P06 seco obtido da atomizacdo da
espécie Rhodotorula.

A temperatura de entrada utilizada no
processo de secagem possui forte influéncia
na viabilidade das células. No entanto, neste
presente trabalho, o importante é a retencéo
do pigmento apo6s a secagem das células e
néo a viabilidade celular. Nos tratamentos de
secagem  realizados, foram utilizadas
diferentes combinagGes de temperatura de
entrada, variando de 160 a 200°C. Neste
intervalo de temperatura ndo foram
detectadas celulas viaveis. Dados
semelhantes  foram  apresentados  por
(Bhosale et al., 2003) ao secar Rhodotorula
glutinis mutante 32 em “spray-dryer”.
Quando se admitiu temperaturas acima de
160°C, praticamente ndo foram detectadas
células viaveis, com valores de viabilidade
de  aproximadamente 0,3 + 0,2
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Tabela 3 — Planejamento experimental segundo o delineamento composto central.

Vazéo de . Atividade -
Temperatura de ; ~ Umidade , Cromatici
Tratamentos entrada (°C) allmenta}%ao (%) de 4gua dade a*
(mL.h7) (Aw)
1 166 23 2,68 0,30 18,10
2 194 23 2,26 0,29 19,30
3 166 37 2,80 0,27 22,63
4 194 37 2,17 0,28 19,06
5 160 30 3,83 0,23 22,60
6 200 30 1,77 0,22 17,73
7 180 20 2,92 0,29 18,24
8 180 40 1,72 0,27 22,97
9 180 30 2,45 0,27 20,13
10 180 30 2,48 0,29 20,94
11 180 30 2,10 0,25 20,46

Durante o processo de secagem por
“spray drying”, as varidveis como, a natureza
do produto, a quantidade de ar injetada, bem
como as temperaturas de entrada e saida

estabilidade dos carotenoides, que podem ser
facilmente desnaturados, quando expostos a
elevadas temperaturas, luminosidade e ao
oxigénio. Como esperado o teor de pigmento

afetaram as propriedades do produto final foi danificado com o aumento da
(Bhosale, et al., 2003). temperatura, diminuindo, portanto, a
quantidade de pigmentos presentes no

Ao final do processo de secagem das interior das células. De acordo com

células de Rhodotorula sp., foi realizada uma
analise de cor instrumental do p6 seco, para
avaliar a quantidade de pigmento retido,
depois da atomizacdo das células sob
diferentes temperaturas de entrada.

A medicdo de cor representa um
indicador de qualidade importante, que se
reflete sobre o p6 produzido no processo de
secagem (Quek et al., 2007). De acordo com
a Figura 3, foi possivel verificar que quanto
maior a temperatura de entrada do ar
admitida, menor € o teor de pigmentos
carotendides. Este resultado se deve a baixa
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resultados obtidos por Bhosale (2003), a
recuperacdo dos carotendides foi menor
(53%), quando se utilizou temperaturas mais
elevadas de secagem.

Na Figura 3 também foi possivel
observar que o0 teor de pigmentos
carotenoides é diretamente proporcional a
vazdo de alimentacdo da suspensao, ou seja,
quanto maior a vazdo de alimentagdo da
suspensdo, maior € o teor de carotendides.
De acordo com a superficie de resposta da
figura abaixo, mantendo-se constante a
temperatura de entrada, durante a atomizagao
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da suspensdo, observa-se que a retencdo de
pigmentos nas células de levedura é
fortemente influenciada pela variagdo da
vazao durante o processo de secagem.

Para vazbes de alimentacdo mais
baixas, a quantidade de agua € menor, sendo,
portanto, mais rapidamente evaporada e
assim expondo as células durante um tempo
maior em contato com o calor, causando
decomposicdo das moléculas de caroteno, ja
que sdo moléculas termossensiveis. No
entanto, para vazfes mais elevadas, a uma
mesma temperatura de entrada admitida, o
teor de agua é maior a ser evaporada. Um
volume maior de &gua a ser evaporado a uma
mesma quantidade de calor fornecido
funcionaria como uma barreira de protecao
das células, pois a agua é mais lentamente
evaporada.

Quanto maior a vazdo de alimentacédo
da solucdo, maior € a energia necessaria para
evaporar a agua das gotas transformando-as
em particulas (Biichi, 2007; Farias, 2009).

Figura 3 — Superficie de resposta do
parametro a* dos ensaios realizados no
planejamento experimental de secagem.

De acordo com os dados obtidos do
planejamento e pelo fato dos pigmentos
carotenoides serem moléculas
termossensiveis, a temperatura de entrada
admitida de 166°C com vazao de alimentacéo
de 37 mL.h}, foi o tratamento mais adequado
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para a secagem da suspensdo de leveduras,
apresentando 0  pardmetro de  cor
(cromaticidade a*), que esta associada aos
pigmentos carotendides, elevada.

4. CONCLUSOES

A secagem conduzida sem adjuvante
de secagem apresentou-se mais eficiente que
0Ss processos que envolveram a adicdo de
adjuvantes (Maltodextrina ou PPVP-90K).

Analisando o processo de secagem
qualitativamente, a velocidade do aspirador
de 90% foi definida como a mais adequada
para a obtencdo de um po fino e seco e com
baixo teor de umidade.

A secagem de leveduras acima de
160°C resultou em ndo-viabilidade das
células de leveduras, o que foi considerado
uma vantagem do ponto de vista de
estabilidade do produto.

Quanto maior a vazdo de alimentacédo
da suspensdo, maior € o0s teores de pigmentos
carotenoides retidos nas células.

Elevadas temperaturas de entrada
admitidas, resultou em um menor teor de
pigmentos carotenodides, uma vez que, 0S
carotendides sdo termossensiveis.
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