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RESUMO - A macroalga Kappaphycus alvarezii possui grandes quantidades de
carboidratos e outros compostos em menores quantidades (cinzas, grupos sulfatos
e proteinas). A avaliacdo das quantidades de proteinas e grupos sulfatos por um
método confiante e de baixo custo é fundamental para estudos de fracionamento
da biomassa de K. alvarezii visando a producdo de biocombustiveis e/ou
bioprodutos de interesse comercial. O presente trabalho avaliou diferentes
métodos para medir os conteddos de proteinas totais e grupos sulfato em
diferentes fragOes da biomassa da cepa marrom de K. alvarezii. Foram utilizados
trés métodos para determinacdo de proteinas (Lowry, Kieldahl e Analise
elementar) e dois métodos para determinacdo de grupos sulfato
(Espectrofotométrico e Analise elementar). Os teores de grupos sulfato foram
similares entre os dois métodos avaliados. A amostra ndo tratada, tratada com
KOH, residuo e carragena semi-refinada mostraram valores médios de grupos
sulfato (considerando os dois métodos avaliados) de 9.8%, 10,0%, 7,0% e 14,8%,
respectivamente. Houve variagdo nos valores de proteinas nas amostras em estudo
entre os trés métodos avaliados. O teor proteinas utilizando-se a metodologia de
Lorwy foi considerada mais exata e mostrou valores médios de proteinas de 4.7%,
1.4%, 1.2% e 1.6% na amostra ndo tratada, tratada com KOH, residuo e carragena
semi-refinada, respectivamente.

1. INTRODUCAO

Os biocombustiveis representam um tema de grande repercussao internacional devido a
dependéncia de derivados do petrdleo para a producdo de energia e sua consequéncia nas
mudancas climaticas do planeta. Nesse cenario, o Brasil tem uma excelente oportunidade para
atuar em novas matrizes energéticas associadas a producdo de combustiveis e produtos
quimicos através de fontes renovaveis. Atualmente, grandes quantidades de etanol sdo
produzidas a partir da sacarose de cana de aglcar. O uso de materiais lignocelulésicos para a
producdo de biocombustiveis e produtos quimicos tém muitas vantagens em termos de
disponibilidade de recursos, considerando a grande quantidade de materiais lignocelulésicos
produzidos por atividades florestais e de agricultura. Entretanto, os materiais lignocelulésicos
sdo muito recalcitrantes frente a hidrélise enzimética de polissacarideos, sendo necessario
primeiro um pré-tratamento quimico do material e posteriormente a hidrélise enzimatica para
conversdes acima de 30% (Mendes et al., 2011). Outra fonte renovavel que poder ser
utilizada para a producdo de biocombustiveis séo as algas, que também podem ser cultivadas
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em grandes quantidades no Brasil. As algas sdo plantas terrestres e aquaticas e muitas
espécies contem altos teores de carboidratos e baixo contetdo de lignina e no futuro préximo
essa fonte se tornara essencial para o uso em processos biotecnoldgicos de fermentacéo (Wi et
al., 2009; Martone et al., 2009; Ge et al., 2011; Jon et al,. 2011; Wei et al., 2012). Além
disso, alguma espécie de algas também contém lipideos que podem ser pré-extraidos e
utilizados para a producéo de biodiesel (Ahmad et al., 2011).

Devido ao baixo contetdo de lignina em algas os polissacarideos sdo mais acessiveis a
tratamentos quimicos e enzimaticos o que torna as algas menos recalcitrantes do que as
plantas terrestres (Wi et al., 2009; Jon et al., 2011; Harum et al., 2011; Masarin et al., 2011).
As algas também produzem mais oxigénio do que utilizam na respira¢do ao contrario das
plantas terrestres. Desta forma, as algas tém um ganho ambiental que pode ser convertido em
um ganho econdmico com a comercializacdo de créditos de carbono. Além disso, em média
as algas tém uma produtividade de 22 kg.m/ano (dados em base seca) superiores as plantas
terrestres que tem uma produtividade média de 0.5-4.4 kg.m?/ano (dados em base seca)
(Brinkhuis et al., 1987; Lewandowski et al., 2003; Wi et al., 2009). Nesse contexto, 0
presente trabalho propés avaliar diferentes métodos para a determinacdo dos contetudos de
proteinas e grupos sulfatos na biomassa ndo tratada e fracGes oriundas do processamento de
carragena semi-refinada da cepa marrom da macroalga K. alvarezii.

2. MATERIAIS E METODOS

A Figura 1 mostra um fluxograma geral que representa como foram obtidas as amostras
avaliadas no presente estudo.

Figura 1 — Fluxograma geral de obtencéo das fracOes estudadas.
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A biomassa da cepa marrom de K. alvarezii foi processada e foram obtidas as seguintes
fracOes: amostra ndo tratada, trada com KOH, residuo e carragena semi-refinada (Figura 1).
Os rendimentos obtidos em cada uma dessas etapas foram reportados na literatura recente
(Masarin et al., 2016). Para a determinacdo dos conteudos de proteinas pelos métodos de
Lowry, Kieldahl e Anélise elementar as amostras foram previamente moidas em moinho de
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facas para homogeneizacdo (0.84 mm). Para o método de Kieldahl as amostras foram
digeridas com acidos para a determinacédo de nitrogénio total (Masarin et al. 2016), porém foi
utilizado um fator de 4.92 para a determinacao dos teores de proteinas (Lourenco et al. 2002).
Para o método de Lorwy, 200 mg das amostras foram pesadas em tubos de ensaios e tratadas
com NaOH 1M a 70°C por 4h para dissolver as proteinas (Hartree,1972). Para a 0 método de
Anélise elementar foi pesado aproximadamente 1 mg de amostra em balanca analitica com 5
casas decimais e analisado no equipamento EA 1108 Fisons CHNS microanalises, para o
calculo de proteinas totais foram utilizados os valores de nitrogénio total de cada amostra em
estudo e o fator de 4.92 (Lourenco et al. 2002). Para a determinacéo de grupos sulfatos foram
utilizados dois métodos (Espectrofotométrico e Analise Elementar). O método
espectrofotométrico foi realizado segundo reportado na literatura recente (Masarin et al.,
2016). O método de Analise elementar para determinacdo do contetdo de grupos sulfato
utilizou a mesma técnica de determinacdo de proteinas, porém foi determinado o valor total de
atomos de enxofre, que foi utilizado para o célculo de grupos sulfatos (Masarin et al., 2016).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os teores de proteinas e grupos sulfato nas diferentes fracoes
estudadas: ndo tratada, tratada com KOH, residuo e carragena semi-refinada. O método de
Anélise elementar apresentou um teor relativamente superior de proteinas em todas as fragdes
em estudo quando comparado ao método de Lorwy e Kjeldahl (Tabela 1). Os menores
contetdos de proteinas encontrados pelo método de Lorwy podem ser atribuidos a presenca
de compostos inorganicos (contendo o nitrogénio em sua estrutura) presentes nas amostras em
estudo, pois essa técnica ndo detecta nitrogénio em compostos inorganicos. Outra hipotese
poderia ser atribuida ao fato de que o método de Lorwy pode ter sido afetado por interferentes
na solucdo apds a extracao das proteinas, como por exemplo, compostos fenélicos e agucares,
que poderia causar um resultado falso positivo quando comparado ao método de Kjeldahl
(Zaia et al., 1998). Entretanto, 0 menor contetudo obtido pelo método de Kjeldahl pode ser
atribuido a uma possivel ineficiéncia de extracdo da fase organica, pois as proteinas de
macroalgas sdo associadas a membranas celulares de dificil extracdo (Lourenco et al. 2002).
Os teores de grupos sulfato foram similares entre os dois métodos testados nas fragdes em
estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — Teores de proteina e grupos sulfato nas diferentes fracfes de K. alvarezii. Dados
apresentados em porcentagem (gramas/100 gramas de material, dados em base seca).

Proteinas Grupos sulfato
Amostras 0 . oy Anal. Elem.  Espectro.  Anal. Elem.
Lowry (%) Kjeldahl (%) %) (%) (%)
N&o tratada 47+0.1 3.0+£0.3 8.9+0.7 94+04 10.3+£0.7
Tratada KOH 14+0.1 04+0.1 3.0 10.8 +0.3 9.3
Residuo 12+£0.1 04+£0.1 3.2 8.1x0.2 5.9
Camagena 45,01  02+01 2.7 13802 159
semi-refinda
Conteldos apresentados em porcentagem (grama de proteina / 100 g de material, em base seca).
Cultivo de maio de 2014.

Todos os dados apresentados sdo os valores médios seguidos pelos respectivos desvios padrdo amostrais.
Andl. Elem. = Andlise elementar; Espectro. = Espectrofotométrico.
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4. CONCLUSAO

Em resumo, os contetdos de proteinas nas fracdes de K. alvarezii podem variar
dependendo do método utilizado. O método de Lorwy pode ser admitido como mais exato,
pois ndo ha indicativos de interferentes na biomassa de K. alvarezii. Além disso, esse método
ndo detecta a presenca de inorganicos contendo nitrogénio, como pode ocorrer nos métodos
de Analise elementar e Kjeldahl. Em relagdo aos dois métodos avaliados para detectar os
contetdos de grupos sulfato podemos admitir que ambos séo eficientes.

Desta forma, o método de Lorwy e 0 método espectrofotométrico podem ser utilizados
para medir os contetdos de proteinas e grupos sulfatos em biomassa de K. alvarezii,
respectivamente. Ambos os métodos sao considerados espectrofotométricos e de baixo custo,
pois utilizam padrdes auténticos e um espectrofotdbmetro simples que sdo encontrados na
maioria dos laboratérios de pesquisa.
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