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APRESENTACAO

Este trabalho de conclusdo de curso (TCC) esté apresentado na forma de um artigo
cientifico de acordo com o “MANUAL DE NORMATIZACAO DE TRABALHOS ACADEMICOS:
CONFORME NORMAS DA ABNT” do Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do
Pampa — UNIPAMPA.



RESUMO

Atualmente, com o avanco da tecnologia, os consumidores tornaram-se mais
atentos e exigentes por produtos saudaveis, nutritivos e com apelo sustentavel.
Diante disso, as microalgas atraem a aten¢do da industria alimenticia, pois sédo
uma fonte proteica valiosa, sustentavel e ndo convencional, tornando a inclusao de
biomassa microalgal na formulacdo de alimentos uma estratégia para inovar e
melhorar os valores nutricionais de diversos produtos. As proteinas derivadas de
microalgas possuem perfis satisfatorios de aminodcidos essenciais e seu teor
proteico eventualmente consegue ser maior que as fontes convencionais, como de
laticinios. A determinacgéo do teor de proteinas nesta matéria-prima pode fornecer
informacgdes importantes sobre as caracteristicas quimicas de sua biomassa,
sendo geralmente utilizado o método onde a quantidade proteica é calculada a
partir do nitrogénio total utilizando o fator de conversao de nitrogénio em proteina
de 6,25. Entretanto, esse fator superestima seu valor real, devido a presenca de
nitrogénio ndo proteico em microalgas, apesar disso, 0 mesmo continua sendo
utilizado frequentemente para essa matéria-prima. Diante do exposto, esta revisao
enfatiza a importancia das microalgas, os métodos mais utilizados para a
guantificacdo do teor proteico e salienta a utilizacdo do fator de conversao de
nitrogénio em proteina nesta matéria-prima.

Palavras-chave: fator de converséo; microalgas; teor proteico.



ABSTRACT

Currently, with the advancement of technology, consumers have become more
attentive and demanding for healthy, nutritious products with sustainable appeal.
Therefore, microalgae attract the attention of the food industry, as they are a valuable,
sustainable and unconventional protein source, making the inclusion of microalgal
biomass in food formulation a strategy to innovate and improve the nutritional values
of several products. Proteins derived from microalgae have satisfactory profiles of
essential amino acids and their protein content eventually manages to be higher than
conventional sources, such as dairy. The determination of the protein content in this
raw material can provide important information about the chemical characteristics of
its biomass, being generally used the method where the protein amount is calculated
from the total nitrogen using the nitrogen to protein conversion factor of 6, 25.
However, this factor overestimates its real value, due to the presence of non-protein
nitrogen in microalgae, despite this, it continues to be used frequently for this raw
material. Given the above, this review emphasizes the importance of microalgae, the
most used methods for the quantification of protein content, and emphasizes the use
of the nitrogen-to-protein conversion factor in this raw material.

Keywords: conversion factor; microalgae; protein content.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial esth em constante crescimento. Estima-se que até o ano
de 2050 ultrapasse os 9 bilhdes de habitantes no planeta (UNITED NATIONS,
2015). Devido a esse aumento, h4 uma crescente preocupa¢do com a capacidade de
atender de forma sustentavel as demandas nutricionais dos individuos (SALTER;
LOPEZ-VISO, 2021).

Diante desse cenario, a demanda mundial por proteina animal aumentou nos
altimos anos, e a perspectiva é que continue evoluindo, ultrapassando o indice de
50% até o ano 2050, impulsionada, principalmente, pelo crescimento populacional. No
entanto, futuramente, as necessidades de terra para a producao de forragem animal
poderdo exceder as areas disponiveis no planeta. Assim, fontes alternativas de
proteinas tornam-se necessarias para atender a exigéncia prevista (BOULOS;
TANNLER; NYSTROM, 2020).

Nessa circunstancia, as microalgas surgem como uma alternativa promissora,
visto que sdo encontradas nos mais diversos ambientes ao longo de todo o planeta,
mais comumente em espacos aquaticos. Elas aparecem tanto em ambientes
continentais quanto marinhos, mas também podem habitar superficies indspitas,
vivendo na neve, em solos desérticos e até mesmo em fontes termais (LUBIANA,
2014). Além disso, a fracdo proteica das microalgas consegue ser destacada como
fonte promissora para ragdo animal e suplementos alimentares. Uma vez que ela
apresenta alta qualidade nutricional, podendo ser comparada com a de outras
proteinas alimentares, devido ao seu perfil e proporcdo de aminoacidos (BECKER,
2007).

Além disso, é interessante ressaltar que a determinacao do teor proteico de
microalgas possui o potencial de fornecer informac¢des importantes sobre as
caracteristicas quimicas da biomassa microalgal (BARBARINO; LOURENCO, 2005).

O teor de proteina nos alimentos é frequentemente determinado com base na
proporcao de nitrogénio total. Nesse contexto, o método de Kjeldahl é universalmente
aplicado para a determinacdo desse elemento quimico. A quantidade de proteina é
entdo calculada, multiplicando o conteudo nitrogenado pelo fator de conversao de
nitrogénio em proteina para uma determinada matéria-prima (BOULOS; TANNLER;
NYSTROM, 2020).

Os fatores de conversédo de nitrogénio em proteina (FCPNs) permitem que o



teor de proteina em amostras de alimentos seja observado a partir da quantidade de
nitrogénio na amostra. Essa estimativa pode ser feita com base em duas suposi¢oes:
a primeira quando a maioria do nitrogénio esta correlacionada com aminoacidos, e a
segunda quando a maioria desses compostos nos alimentos estdo associados a
proteina. Entretanto, a exatidao da estimativa depende do valor do fator de converséao.
Como exemplo, um valor de 6,25 € aplicado para quantificar o teor proteico na maioria
dos alimentos e ingredientes alimentares. Novamente isso é feito com base em duas
suposi¢des: a primeira quando a massa total de proteina contém aproximadamente
16% de nitrogénio, e a segunda quando todo o nitrogénio da dieta é derivado de
proteina, assim surgiu o fator tradicionalmente utilizado de 6,25, sendo calculado
através da média do teor de nitrogénio em proteina de 16% (100/16 = 6,25) (WHO,
2019).

No entanto, usar o mesmo fator de conversao para todas as fontes de proteina
pode introduzir a erros, que resultam em superestimacdo ou subestimacao
significativa do conteudo real da maioria dos alimentos. Assim sendo, um valor padréo
de 6,25 pode ndo ser um fator de conversao apropriado para todas as fontes de
proteina, devendo, ser em considerados os valores especificos para diferentes
alimentos e ingredientes alimentares (WHO, 2019).

Portanto, dado o contexto abordado, o presente estudo teve como objetivo
realizar uma revisdo bibliografica sobre a utilizacdo de fatores de converséo de

nitrogénio em proteinas em microalgas.

2 METODOLOGIA

A proposta do trabalho foi procurar compreender a importancia e o uso das
microalgas, assim como as vantagens e desvantagens de métodos mais usuais na
determinacdo de proteinas e o panorama de utilizacdo de fatores de converséo de
nitrogénio em proteinas em diferentes trabalhos dessa matéria-prima. Para tanto, a
metodologia utilizada consistiu em uma revisao bibliografica através de pesquisa nas
seguintes bases de dados: Google Académico, Scielo (Scientific Electronic Library
Online), Portal de Periddicos Capes, Biblioteca Digital Brasileira de Teses e
Dissertacdes (BDTD) e sites de 0rgaos governamentais e ndo governamentais.
Também foi feita uma pesquisa documental em comités nacionais e internacionais de

saude que abordam o tema e que tenham importancia cientifica.
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Para a pesquisa, foram empregados 0s seguintes descritores (palavras-chave
e delimitadores): microalgas, fator de conversdo, aplicacbes, vantagens e
desvantagens dos métodos de determinacdo de proteinas. Primeiramente, realizou-
se o download dos materiais e, em seguida, foram organizados e arquivados em

pastas para posterior leitura e analise das informacdes.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Microalgas: classificacao, caracteristicas, importancia e aplicabilidade

O termo microalgas abrange microrganismos algais com clorofila e com outros
pigmentos fotossintéticos (RAVEN et al., 1999). Engloba organismos procarioticos
(cianobactérias) e eucaridticos (demais microalgas), que podem crescer em diversos
ambientes aquaticos, tolerando condi¢Bes extremas de temperatura, salinidade, pH e
intensidade de luz (KHAN; SHIN; KIM, 2018). Além disso, envolve seres unicelulares
e multicelulares, com habitos plancténicos e bentdénicos (LOURENCO, 2006). Estima-
se gue existam cerca de 100 mil espécies de microalgas, numa diversidade de habitats
que incluem &gua doce, salgada, salobra e solos (BARSANTI; GUALTIERI, 2005).

Suas fontes de nutrientes para crescimento sédo as emissdes antropicas. Além
disso, elas podem converter pequenas moléculas, como dioxido de carbono e aménia,
em valor agregado, transformando-as em macromoléculas. As microalgas apresentam
alta eficiéncia fotossintética e elevada taxa de crescimento, resultando em altos
rendimentos de carboidratos, proteinas ou lipidios (SU et al., 2017; CHEN et al., 2018).

Na taxonomia atual (Figura 1), os padrdes incluem 16 classes desses
organismos. Dentre essas categorias, as mais abundantes sdo as diatomaceas
(Bacillariophyceae), as algas verdes (Chlorophyceae) e as algas douradas
(Chrysophyceae). No entanto, as diatomaceas (Ochrophyta), as algas verdes
(Chlorophyta) e as cianobactérias (Cyanophyceae) sdo as mais significativas em

termos de exploragéo e aproveitamento biotecnologico (BOROWITZKA, 2018).

Figura 1 - Distribuicdo dos filos de microalgas de acordo com o esquema de
classificacdo de sete reinos, com classes utilizadas para varias aplicacoes

biotecnoldgicas.
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Dominio Reino Filo Classe

Cyanophyceae

Eubacteria Cyanobactena
Procariota Gloebacterophyceae
Archaebacteria

Euglenozoa Euglenophyceae

Cryptista Cryptophyceae

Coccolithophyceae
Haptophyta
Pavlovophyceae

Bacillariophyceae

Chrysophyceae
Eustigmatophyceae
Heterokontophyta :
Dictyochophyceae

Phaeophyceae

Xanthophyceae

Glaucophyta Glaucophyceae

Rhodophyta Cyanidiophyceae

Chlorophyceae

Fungi Chlorophyta

N Trebouxiophyceae
Animalia

Fonte: Adaptado de RUGGIERRO et al., 2015; LEVASSEUR ; PERRE ; POZZOBON, 2020.

Essa matéria-prima pode ser classificada quanto ao fornecimento de carbono,
em ser autotréficas ou heterotréfico. Os primeiros requerem apenas compostos
inorganicos como CO2, sais e um fonte de energia luminosa para o crescimento,
enquanto os ultimos requerem uma fonte externa de compostos organicos. Algumas
algas fotossintéticas sdo mixotrépicas, ou seja, tém a capacidade de realizar a
fotossintese e adquirir nutrientes organicos exégenos (LEE, 1980 apud BRENNAN;
OWENDE, 2010).

Alguns desses microrganismos desenvolvem-se através da utilizacdo de
fotossintese, capturando luz solar, H20, CO: e nutrientes inorganicos, convertendo-0s
em biomassa, energia quimica e Oz (SHEEHAN et al., 1998). Eles utilizam a luz solar
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em maior proporcdo do que as plantas terrestres (10x), consomem poluentes nocivos
e minimizam a necessidade de recursos. Também ndo competem com a agricultura
por recursos valiosos e muitas outras vantagens tecnoldgicas adicionais (MOSTAFA,
2012).

Entre as caracteristicas que as tornam organismos de grande importancia,
estdo a variedade de metabdlitos que produzem, bem como a sua capacidade de
alterar rapidamente seu metabolismo em resposta as mudancas nas condi¢cfes
ambientais. Quando expostas a condi¢des fisicas e quimicas especificas, produzem
moléculas bioativas de alto valor agregado, como antioxidantes, carotenoides,
polissacarideos, acidos graxos, proteinas, lipidios e carboidratos (SOARES, 2021).

Porém, nem todas apresentam beneficios para o consumo. Algumas espécies
de microalgas sdo capazes de produzir toxinas, como por as cianobactérias. Estas
toxinas sdo um mecanismo de defesa desse organismo contra predadores. Quando
submetidas a altas concentracdes de nitratos e fosfatos, temperaturas elevadas e uma
ampla disponibilidade de luz, as cianobactérias reproduzem-se descontroladamente,
causando as floragcbes das cianotoxinas (PAERL; PAUL, 2012). Os sintomas da
ingestao destas toxinas podem variar muito e vao desde simples irritacfes na pele e
gastrointestinais até, eventualmente, doencas neurodegenerativas, por exemplo,
esclerose lateral amiotréfica derivada das neurotoxinas (-metilamina-L-alanina,
BMAA) ou mesmo resultar na morte do individuo (BERGER et al.,, 2008; PAERL,;
PAUL, 2012)

Atualmente, existem diversos processos de producdo de microalgas que
operam sob condicbes diferentes, usando diversas espécies desses organismos,
desde sistemas abertos (raceways) a sistemas fechados (fotobiorreactores, PBR).
Cada um destes sistemas apresentam vantagens e desvantagens. No caso dos
raceways, sao sistemas de cultivo menos dispendiosos. No entanto, a probabilidade
de contaminacdo é mais alta do que em sistemas fechados PBR (tecnologia mais
cara) que é utilizado para producéao industrial; este tipo de reatores, € essencialmente
empregado para microalgas extremofilas (Spirulina, Dunaliella entre outras). Na
producdo desta matéria-prima, € possivel controlar as contaminagfes para garantir a
viabilidade do in6culo e a qualidade do produto (DUARTE, 2015)

Existe uma grande variedade de microalgas e extratos, que contém elementos
altamente nutritivos, tais como: proteinas, acidos graxos essenciais, vitaminas (A, B1,

B2, B6, B12, C, E) e minerais, constituidos de potassio, ferro, magnésio, calcio e iodo


https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/vitamin-b12
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(BECKER, 2013). Sédo elementos que representam fontes viaveis de compostos
bioativos, que podem ser Uteis em aplicacdes farmacéuticas ou de suplementos
alimentares. Sendo criadas substancias com principios ativos antibacterianos, anti-
inflamatoérios, antialérgicos, antioxidantes, hipocolesterolemia, hipoglicemia,
imunossupressores, antiagregantes e vasoconstritores (RAPOSO et al., 2013).

As pesquisas laboratoriais do conteudo intraceluar de microalgas comecaram
na década de 1890, quando Beijerinck conseguiu cultivar culturas puras de Chorella
vulgaris (SANCHEZ et al., 2019). No entanto, o uso comercial em larga escala deste
conteudo, iniciou-se na década de 1950, motivado pelo elevado teor de proteina da
biomassa para utilizacdo como fonte alternativa de alimento (SPOLAORE; JOANNIS-
CASSAN; DURAN, 2006).

O cultivo global de microalgas para aplicacdes alimenticias, ndo alimenticias e
produtos € favorecido pela sua adaptabilidade a terras ndo cultivaveis. Além do mais,
a sua eficiéncia na utilizacdo da luz solar, assim como de nutrientes residuais e da
agua do mar também colabora para que sua producéo seja considerada (DRAAISMA
et al., 2013). Atualmente, as microalgas utilizadas para consumo humano sé&o
comercializadas em diferentes formas, como em comprimidos, pds, capsulas ou
liquidos (WELLS et al., 2017). Devido a grande variedade de nutrientes que estéo
sendo cada vez mais explorados e as inovacdes nas formas de sua aplicacdo, as

microalgas tornaram-se objetos de estudo importantes (CARNEVALLI, 2021).

3.2 Determinacdo de proteinas: importancia e métodos mais utilizados

As proteinas representam um grupo de substancias fundamentais, estando
presentes em alimentos e participando de diversas reacdes metabdlicas,
indispensaveis em processos bioldgicos vegetais ou animais. Elas sdo formadas,
principalmente, por nitrogénio, constituindo-as na forma de aminoacidos e compostos
nitrogenados. Todas as proteinas contém carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio,
sendo que muitas possuem enxofre. Existem variagdes na composi¢cao das proteinas,
porém, a quantidade de nitrogénio representa, em média, 16% da massa total da
molécula. Desse modo, pode-se calcular o valor aproximado de proteina em uma
amostra, medindo-se a teor de nitrogénio da mesma (VIEIRA, 2016).

A determinacao do teor de proteina € importante para avaliar a biomassa dessa

matéria-prima em alimentos e ra¢8es. Métodos confiaveis e precisos de quantificacao


https://www-sciencedirect.ez96.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224416300346?via%3Dihub#bib11
https://www-sciencedirect.ez96.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224416300346?via%3Dihub#bib11
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sdo baseados na hidrélise de proteinas em aminoacidos, e sua quantificacdo €
realizada por cromatografia. No entanto, esses procedimentos sao de custo elevado
e demorados, sendo que uma analise detalhada de proteinas no nivel de aminoacidos
é redundante para avaliagfes de rotina, devendo ser adotado outros métodos mais
adequados para unidades comerciais (WALKER; WILSON, 2010).

Os meétodos comumente empregados na quantificacdo de proteinas em
microalgas sdo o Kjeldahl e os espectrofotométricos. Esses procedimentos
quantificam sua concentracdo, através de comprimentos de onda na regido do
ultravioleta ou do visivel, como nos ensaios Lowry e Bradford (MOTA et al., 2018).

O uso de métodos espectrofotométricos pode ser util para gerar dados relativos
de proteinas. Entretanto, pode ser menos util para determinar valores absolutos, ja
que eles dependem da extragcdo completa de todas as proteinas da matriz da
biomassa. Contudo, é dificil solubilizar completamente todos os tipos de proteinas
ligadas a membrana de microalgas para expb-las ao reagente colorimétrico
(TEMPLETON; LAURENS, 2015). No caso do procedimento espectrofotométrico de
Lowry (Figura 2), o desenvolvimento da cor € alicergado na reducéo do reagente Folin
por residuos aromaticos e ligacdes peptidicas na proteina, para formar a cor detectada
(LOPEZ et al., 2010; SLOCOMBE et al., 2013). Como o reagente Folin reagira com
outras substancias redutoras em solucdo, esse ensaio € suscetivel a interferéncias
especificas de espécies de algas e a condi¢cdes de crescimento, que muitas vezes
causam uma alta distorcdo (LAURENS et al., 2014).

Figura 2 - Mecanismo da reacdo do método de Lowry.

Etapa 1) Etapa 2) o
OH

\J \J

Proteinas Complexo o
(Ligagbes peptidicas) | + Cu®* cobre-proteina + Folin-Ciocalteu

Fonte: THERMO SCIENTIFIC, 2010.

O meétodo de Bradford (Figura 3) é baseado na ligacédo do corante a proteina,
em gue as moléculas do corante reagem principalmente com os residuos de arginina,
que possuem uma cadeia lateral positiva (MIKKELSEN; CORTON, 2004). Esse


https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aocs.12196?casa_token=7GNJU1B15ncAAAAA%3AQ7_HgoaHmMB_hJpvKCFNR9AnWuStHqYbvY71_SMrWqWyPgnXzUo4VompNstMsjvxQupk3RF2YMWQLllfdQ#aocs12196-bib-0108
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sistema tem como vantagens a rapidez, o baixo custo, a estabilidade e a
compatibilidade com agentes redutores, mas apresenta resposta andmala a peptideos
de baixa massa molecular (OLSON; MARKWELL, 2007).

Figura 3 - Representacdo esquematica do método de Bradford.

CHy HqC

?2”5 fz“s
v Ol OO
Basico e Aromatico Na0s 505
Correntes laterais r Coomassie G-250
0C,H;
465nm

S

Complexo de proteina-corante

Amax= 595nm

Fonte: Adaptado de THERMO SCIENTIFIC, 2010.

A determinacao de proteinas através do nitrogénio total foi proposta por Johann
Kjeldahl, um quimico dinamarqués, que descobriu um método relativamente simples
e rapido para transformar nitrogénio em matéria organica. Esse método virou
referéncia para a definicdo do teor proteico, além de ser utilizado para calibracdo e
validacdo de procedimentos alternativos de geracdo de proteinas (GREENFIELD;
SOUTHGATE, 2003; LOPES; SANTANA, 2005). O método de Kjeldahl foi
estabelecido como oficial pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
tendo sido adotado no Brasil pela Instrucdo Normativa n. 68, de 12 de dezembro de
2006, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2006).
Atualmente, esse procedimento é o mais utilizado para a determinacdo de nitrogénio
e proteina em alimentos e racfes. Essa ampla aplicabilidade se deve ao alto nivel de
precisao, reprodutibilidade, aparelhagem simples, baixo custo e facil manuseio (VELP
SCIENTIFICA, 2014; SOARES et al., 2013).
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O referido método (Figura 4) € dividido em trés etapas principais, sendo elas: a
digestdo, a destilacédo e a titulagcdo. Esse procedimento baseia-se na digestdo com
acido sulfarico, onde ocorre a transformacao do nitrogénio da amostra em sulfato de
amonio, e posterior destilagdo com liberacdo da amoénia, que, € fixada em solucao

acida e, entéo titulada com acido cloridrico (MAPA, 2013).

Figura 4 - Esquema do método de Kjeldahl para determinacdo de nitrogénio, por

etapas.

4) Destilacdo: O sulfato de aménia é tratado
com hidréxido de sddio, ocorrendo a
liberacdo de amdnia. A amdnia que
desprende na reacdo € coletada num frasco
contendo acide bérico com o indicador.
Considera-se  terminado o0  processo,
quando toda a aménia ja se desprendeu. A
solucio adquire a cor azulada & medida que
vai se formande o borato de amédnio.

2)Amostra + |
H,50,:+
mistura
catalitica

5} Titulacéo: O borato de amédnio &
titulado com uma selugdo padrao
de acido cloridrico e indicador
vermelho de metila até o ponto de
viragem. O nitrogénio total &
determinado através de uma
equacio e para a determinacéo da
proteina bruta, multiplica-se o valor
do nitrogénio total por um fator que
converte o nitrogénio em proteina
para determinada amostra.

i

L =/ i
v,
% / 3) Digestio: O carbono € oxidado e o didxido

de carbono se desprende. O nitrogénio sob a
forma de amina, amida e nitrila é transformado
em amdnia, que reage com o acido sulfirico,
formando o sulfato de aménia. Durante o
processo a solucdo passa de uma coloracdo
escura para um verde claro.

Fonte: Adaptado de ARAUJO, 2019.

—

L
W
h-——

1) Pesagem da
amostra

As principais limitacbes desse método para a determinacdo do teor de
nitrogénio total sdo as seguintes: geracdo de grandes volumes de residuos que
necessitam de neutralizacdo antes do descarte; possibilidade de perdas no sistema
de destilacdo, que pode resultar em erros e subestimacao dos teores de nitrogénio, e
demora na digestdo das amostras que necessitam de aquecimento em bloco digestor
(SOARES et al., 2013). Conforme ilustrado na Tabela 1, cada método possui suas
vantagens e desvantagens. A escolha geralmente é sustentada na compatibilidade
com as amostras. Além disso, deve-se considerar as possiveis substancias
interferentes incluidas, que podem afetar determinadas metodologias, bem como a

precisédo e a reprodutibilidade.
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Tabela 1 - Vantagens e desvantagens dos métodos mais usuais para determinacéo

de proteinas em microalgas.

Método Vantagens Desvantagens
Interferéncia dos ions magnésio
o . (Mg?*) e célcio (Ca?*), longo tempo de
Lowry Alta_sensibilidade, ‘menor quantidade  de analise, absortividade especifica
amostra, praticidade e baixo custo.
altamente variavel para diferentes
proteinas.
Absortividade especifica variavel para
diferentes proteinas, fornecimento de
Rapido, sensivel, baixo custo, menor resultados nem sempre reprodutiveis
Bradford suscebilidade & interferéncia de reagentes. devido ao grau de pureza do corante
BG-250 que varia conforme a
procedéncia.
Alto nivel de precisdo, reprodutibilidade, Falta de seletividade para
aparelhagem simples, baixo custo, facil determinados grupos de proteinas e
Kieldahl manuseio, compatibilidade com quase problemas com precisdo atribuidos a

todas as matrizes alimentares e ampla

aplicagdo nas comunidades analiticas e

fatores de converséo de nitrogénio em

proteina.

regulatérias de alimentos.

Fonte: Adaptado de TEMPLETON; LAURENS, 2015; LAURENS et al., 2014; VELP SCIENTIFICA,
2014; SOARES et al., 2013; OLSON; MARKWELL, 2007; ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998.

Para analises de rotina rapidas, os métodos respaldados em Bradford e Lowry
tém a vantagem de serem mais ageis e baratas. No entanto, devido a variedade de
compostos interferentes, os resultados obtidos podem néao ser precisos. Segundo
Moore et al. (2010), apesar de sua falta de seletividade para determinados grupos de
proteinas, as técnicas de quantificacdo desse composto através do nitrogénio total
tém minimos efeitos de matriz. Decorre que, ao analisar o nitrogénio, a amostra
alimentar € quase completamente oxidada durante a analise. Isso permite que
métodos de analises de proteina a base de nitrogénio sejam aplicados a qualquer
matriz alimentar, com adaptacao minima, especifica de cada matriz. O uso de técnicas
mais seletivos para medi¢cBes de proteinas introduz a mais interferéncias da matriz.
Para obter resultados confiaveis, a metodologia de Kjeldahl é utilizada para uma

microalga, em que o fator de converséo € determinado previamente.
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3.3 Fator de conversdao de nitrogénio em proteina: historico e fatores

utilizados atualmente em microalgas

A determinacdo de um FCNP especifico é importante para agregar valor
comercial a um ingrediente alimentar. Decorre que o teor de proteina configura-se em
um elemento determinante para aumentar a sua cotacao de mercado (MOORE et al.,
2010). Para alimentos em que esse fator € desconhecido, o FCNP médio de 6,25 é
frequentemente adotado, uma vez que considera 16% de nitrogénio. Entretanto, o teor
de nitrogénio ndo proteico acaba ndo sendo significativo (LOURENCO et al., 2004).
No entanto, plantas e microalgas apresentam uma grande quantidade de compostos
nitrogenados nao proteicos, que dependem da espécie, da variedade, do estagio de
crescimento e do cultivo ou condi¢gbes de producéo (MOTA et al., 2018). Embora o
fator de 6,25 tenha se mostrado erréneo principalmente por negligenciar a fracédo de
nitrogénio ndo proteico, ele ainda é utilizado em tabelas de composicéo de alimentos
(VAN DER SPIEGEL; NOORDAM; VAN DER FELS-KLERX, 2013, MARIOTTI;
TOME; MIRAND, 2008).

A conversdo de nitrogénio em proteina € um método reconhecido e
amplamente utilizado, mas depende do desenvolvimento de um fator de converséo de
nitrogénio em proteina que seja aplicavel (TEMPLETON; LAURENS, 2015). O
cuidado essencial na utilizagdo do nitrogénio percentual como método de
determinacao do teor de proteina esta em utilizar um fator de conversédo de nitrogénio
em proteina que seja especifico para as amostras analisadas no trabalho.

Nesse contexto, Mossé (1990) propde um método para determinar um fator de
conversao de nitrogénio em proteina. Também descreve como determinar os limites
superior (kA) e inferior (kP) para esse fator, sugerindo a combinacéo desses limites
em um unico fator médio (k). Importante ressaltar que a abordagem de usar medidas
de aminoécidos para calcular o FCNP n&o era nova, mas o estudo de Mossé avancou
em relagdo ao trabalho anterior e, essencialmente, “codificou” a abordagem para
calcular o fator k (KRUL, 2019).

Esses fatores podem ser facilmente definidos matematicamente, conforme as
Equacdes 1, 2 e 3, descritas na sequéncia, embora existam muitas particularidades
praticas, analiticas e computacionais a serem observadas ao calcular esses fatores
(TEMPLETON; LAURENS, 2015).


https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aocs.12196?casa_token=7GNJU1B15ncAAAAA%3AQ7_HgoaHmMB_hJpvKCFNR9AnWuStHqYbvY71_SMrWqWyPgnXzUo4VompNstMsjvxQupk3RF2YMWQLllfdQ#aocs12196-bib-0108
https://link.springer.com/article/10.1007/s10811-012-9886-1#ref-CR25
https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aocs.12196?casa_token=7GNJU1B15ncAAAAA%3AQ7_HgoaHmMB_hJpvKCFNR9AnWuStHqYbvY71_SMrWqWyPgnXzUo4VompNstMsjvxQupk3RF2YMWQLllfdQ#aocs12196-bib-0108
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ko= QE)/(XDy) (1)
kp = (X ED/N (2)
k= (ks +kp)/2 3)

O termo YEi é a soma dos aminoacidos anidros (residuo de aminoécido),
contabilizando a perda de massa durante polimerizacdo em proteinas. O termo > D;
consiste na soma do teor de nitrogénio dos residuos de aminoacidos, incluindo
qualquer amonia liberada durante a hidrélise. O termo N refere-se a % nitrogénio
encontrado nas amostras por métodos que incluam o nitrogénio proteico e néo
proteico (NPN).

Dessa perspectiva, Mossé (1990) argumenta que a melhor escolha para o fator
de conversao de nitrogénio em proteina em amostras reais € a média (k) dos limites
superior e inferior. De sua parte, Templeton e Laurens (2015) concordaram que
determinar k possivelmente é a escolha mais precisa. Os referidos autores também
observaram que o fator kA € uma escolha inadequada para ser utilizada como FCNP.
Isso porque assume que todo o nitrogénio € derivado de proteina, ou seja, que 0
nitrogénio nao proteico (NNP) é igual a zero. Assim sendo, esse fator superestima o
verdadeiro teor de proteina de uma amostra, como a biomassa de algas, e pode ser
altamente tendencioso devido a presenca de NNP. Além do mais, os autores relatam
que o fator kP é a opcao mais conservadora e mais adequada em relacdo ao NNP da
amostra, atribuindo todos os aminoacidos a proteina (TEMPLETON; LAURENS,
2015).

Nesse contexto, Angell et al. (2016) defenderam que um FCNP especifico deve
ser realizado para todos os produtos de algas marinhas, argumentando ser importante
que a industria conheca seu teor proteico para evitar possiveis perdas econdmicas.
Lourenco et al. (1998) realizaram um estudo para determinar as concentragdes dos
principais compostos nitrogenados e estabelecer fatores de conversao de nitrogénio
em proteina especificos para as microalgas marinhas, propondo FCNP para cada fase
de crescimento nas espécies avaliadas. O fator de conversdo de nitrogénio em
proteina médio para todas as espécies/fases de crescimento foi de 4,58 + 0,11. Essa
pesquisa mostrou que o uso do fator tradicional (6,25) ndo é adequado para essa
matéria-prima e, possivelmente, para outras espécies, pois superestima seu
verdadeiro teor.

Observaram, ainda, que, nesses casos, 0 uso desses agentes especificos para


https://link.springer.com/article/10.1007/s10811-012-9886-1#ref-CR25
https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aocs.12196?casa_token=7GNJU1B15ncAAAAA%3AQ7_HgoaHmMB_hJpvKCFNR9AnWuStHqYbvY71_SMrWqWyPgnXzUo4VompNstMsjvxQupk3RF2YMWQLllfdQ#aocs12196-bib-0108
https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aocs.12196?casa_token=7GNJU1B15ncAAAAA%3AQ7_HgoaHmMB_hJpvKCFNR9AnWuStHqYbvY71_SMrWqWyPgnXzUo4VompNstMsjvxQupk3RF2YMWQLllfdQ#aocs12196-bib-0108
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cada fase de crescimento ou fatores médios para cada espécie, estd associado a
maior variacdo nos calculos de proteinas totais. No entanto, € muito menor do que o
fator conversdo de nitrogénio em proteina tradicionalmente utilizado (6,25). A
explicacdo para isso € que, na auséncia de estudos especificos para outras espécies
marinhas, o FCNP de 4,58 (a média de todos os fatores no presente estudo) deve ser
utilizado, em vez de 6,25 para calcular a proteina total a partir do teor de nitrogénio
(LOURENCO et al., 1998).

Posteriormente, Lourenco et al. (2004) afirmaram que os balancos de
nitrogénio em microalgas sado fortemente influenciados pelas condi¢cdes de
crescimento e pelo estado fisiolégico das culturas. Como a proporcédo de proteina
nitrogenada para nitrogénio pode ser variavel em microalgas cultivadas em processos
em batelada, isso pode limitar a utilidade dos fatores de conversao de nitrogénio para
proteina, mesmo sendo 0 método mais comum para determinar o teor de proteina.
Além do mais, ressaltam que precisdo da determinacdo dessa macromolécula por
métodos utilizando um FCNP depende do estabelecimento de um fator mais
especifico para a amostra em estudo, sendo necesséarios dados experimentais para
preencher essa lacuna (LOURENCO et al., 2004).

Dessa forma, para complementar o estudo anterior, 0os pesquisadores
acompanharam o crescimento de espécies de microalgas marinhas e determinaram
seus fatores. Com base nos resultados atuais e no estudo anterior, foi estabelecido
um FCNP médio geral em todas as espécies, com tratamentos e fases de crescimento
de 4,78 + 0,62. Este trabalho reafirma que a utilizac&do do fator tradicional (6,25) para
essa matéria-prima é inadequada, recomendando-se a utilizacdo dos fatores
propostos neste estudo (LOURENCO et al., 2004).

Safi et al. (2013) publicaram um estudo sobre a influéncia das caracteristicas
da parede celular de microalgas na extragdo de proteinas e na determinacdo de
fatores de conversédo de nitrogénio em proteina. Obtiveram para Chlorella vulgaris de
parede celular rigida, para Nannochloropsis oculata e para Haematococcus pluvialis
os valores de 6,35, 6,28 e 6,25, respectivamente, mas, para seus extratos proteicos,
os valores foram menores, sendo de 5,96, 5,86 e 5,63. Por sua vez, o FCNP obtido
para microalgas com paredes celulares frageis Porphyridium cruentum e Athrospira
platensis foi de 6,35 e de 6,27, sem diferenca significativa para seu extrato proteico,
com 6,34 e 6,21. Neste estudo, o kA foi calculado para todas as espécies, sendo esse

tipo de fator de conversdo maior que kP e k. Por isso, hd uma diferenca entre os



21

fatores calculados para N. oculata neste estudo (6,28) e aquele encontrado para a
mesma microalga (4,87) na publicacdo de Lourenco et al. (1998), que utilizou o fator
K.

Os autores destacam que a extragdo de proteinas, juntamente com a avaliacao
do fator de converséo, trouxe evidéncias adicionais de que a parede celular de todas
as microalgas desempenha um papel importante na quantificacdo de proteinas, ou
seja, ignora-la pode resultar em uma quantificacdo errbnea do teor proteico.
Ressaltam, também, que nédo existe um fator de converséo universal que possa ser
recomendado para todas as microalgas, como demonstrada pela comparacéo deste
estudo com outros que foram realizados em dezenas de microalgas. Conclui-se,
entdo, que sempre quando a quantificacdo precisa de proteinas for essencial, o FCNP
deve ser avaliado (SAFI et al., 2013).

Templeton e Laurens (2015) publicaram uma revisdo de estudos sobre a
composicdo de microalgas e FCNP derivados de 21 amostras analisadas,
determinando fatores de kA (6,24), kP (3,71) e k (4,97). O valor médio de k aplicado
nesse estudo nao difere significativamente do que foi proposto por Lourencgo et al.
(2004), de 4,78.

Nessa perspectiva, Angell et al. (2016) explicam que, ultimamente, ha interesse
em caracterizar os componentes de algas marinhas e microalgas, a medida em que
se tornam organismos de maior importancia como fonte de alimento. Diante disso,
realizaram um levantamento de 236 artigos, analisando o teor de proteina definido em
algas e microalgas, os quais mostraram que 6% dos estudos utilizaram o método de
guantificacdo de aminodacidos protedmicos totais (TAA), 42% estipularam o teor de
proteina por métodos de extracdo direta e a subsequente determinacédo de proteina
soluvel (principalmente através de ensaios de Bradford e Lowry). Enquanto isso, 52%
utilizaram o método indireto com o fator de conversdo de nitrogénio em proteina
genérico (6,25), traduzido da literatura sobre animais e plantas terrestres. Tal
procedimento serviu para enfatizar que esse fator € amplamente utilizado, mesmo que
estudos demonstrem que seu uso nessa matéria-prima € inadequado.

Diante do exposto, foi desenvolvida uma pesquisa para complementar esta
revisdo, onde foram selecionadas 41 publicac6es, no periodo entre 2003 e 2021.
Todas utilizavam um fator de converséo de nitrogénio em proteina em microalgas para
determinar o seu teor de proteinas, com o intuito de averiguar qual o fator que esta

sendo mais utilizado atualmente para essa matéria-prima.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10811-012-9886-1#ref-CR17
https://aocs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aocs.12196?casa_token=7GNJU1B15ncAAAAA%3AQ7_HgoaHmMB_hJpvKCFNR9AnWuStHqYbvY71_SMrWqWyPgnXzUo4VompNstMsjvxQupk3RF2YMWQLllfdQ#aocs12196-bib-0108
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Conforme é possivel observar na Figura 4, 48,8% dos estudos utilizados nesta
pesquisa sado artigos publicados em periédicos nacionais e internacionais;
dissertacOes, teses e trabalhos de conclusdo de cursos somam 41,5% e,
posteriormente, com 9,8%, encontra-se a classe outros, incluindo publicagbes em

anais de congresso, simpésios e relatorios de estagios.

Figura 4 - Distribuicdo da frequéncia relativa das classes de estudos utilizados na

pesquisa (n=41).

Artigos publicados em periddicos 48,8%

Dissertactes 22,0%

Teses 14,6%

Trabalhos de conclusdo de curso | 4,9%

Qutros (congresso, estagio e simpoésio) 9.8%

Fonte: Autora, 2022.

Conforme é descrito na Tabela 2, verifica-se que 75,6% das publicacdes
utilizaram o fator 6,25 em seus estudos. Engquanto isso, apenas 22,0% recorreram ao
valor proposto por Lourenco et al. (2004), para microalgas de 4,78, e 01 publicacao,
2,4%, utilizou o fator de 5,75, em que o autor justifica a escolha do mesmo como sendo
para a determinacdo de proteinas vegetais. Esses resultados ressaltam que, apesar
dos estudos direcionados na obtengdo de um FCNP para microalgas, o fator genérico
(6,25) continua sendo amplamente utilizado, embora existam publicacbes que o
consideram inadequado para essa matéria-prima. Esse fator é utilizado ha décadas
para varias amostras, tornando claramente dificil sair de sua posi¢cdo atual. No
entanto, ha a necessidade de estender a questao a comunidade cientifica, para que
seja adotado um maior cuidado na selecdo de um fator de conversédo de nitrogénio

em proteina para microalgas. Dessa forma, evitar a superestimacdo ou a
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subestimacéo do teor de proteina dessa matéria-prima.

Tabela 2 — Fatores de conversdo de nitrogénio em proteinas utilizados em estudos
sobre microalgas.

FCNP* N° % Referéncias

6,25 31 75,6 ARAYA et al., 2021; BARRETO; CHEPE, 2021;
BARROS, 2010; BISPO, 2019; CARVAJAL, 2009;
COCA et al., 2015; DE ALVA; LUNA-PABELLO,
2017; FURTADO, 2013; GORGONIO, 2013;
GRAZIANI et al., 2013; JAESCHKE, 2019; LIMA,
2016; LISBOA et al,. 2014; LUPATINI, 2016;
MANRICH et al., 2014; MATOS et al,. 2015;
MINGOTTI, 2019; MOLINO et al., 2018; MOREIRA,
2010; NICCOLAI et al., 2019; OGBONDA;
AMINIGO; ABU, 2007; OHSE et al., 2009; PALMA,
2015; PEREIRA et al,. 2018; PERON, 2018; SILVA,
2020; SIMAO, 2017; SPINOLA, 2021;
TOKUSOGLU; UUNAL, 2003; WAGHMARE et al.,
2016; YEH, CHANG; CHEN, 2010.
4,78 9 22,0 ALMEIDA et al., 2020; JULICH et al., 2019;
MACHADO et al., 2017; MATOS et al., 2016; MOTA
et al., 2018; PEREIRA, 2017; SANTANA et al., 2017;
TELES, 2016; TORRES, CASSINI; GONCALVES,
2014.
5,75 1 2,4 RICO, 2014.

*Fator de conversdo de nitrogénio em proteinas.
Fonte: Autora, 2022.

7

Atualmente um dos maiores interesses nas microalgas € como fonte de
proteinas e neste contexto esta matéria-prima esta sendo vista como um elemento de
grande valor com uma vasta gama de aplicagdes (COBOS et al., 2020). O FCNP de
6,25 foi adotado com base em medicdes iniciais que mostraram que as proteinas
continham 16% de nitrogénio em peso e a suposi¢ao de que todo esse elemento era
derivado de proteina (MOORE et al.,, 2010). Existem preocupacdes sobre a
distribuicdo de nitrogénio em algas marinhas. Sendo que substancias nitrogenadas
nao proteicas como pigmentos (clorofila e ficoeritrina) e nitrogénio inorganico (nitrato,
nitrito e amonia) estdo presentes em altas concentracfes. Portanto, a utilizacdo do
fator tradicional (6,25) superestima o teor real de proteina e tal atribuicdo consegue
ser crucial no valor agregado de produtos que utilizam essa matéria-prima
(LOURENCGCO et al. 1998; MAEHRE, et al. 2018). Assim, o calculo do teor proteico com
o uso de um FCNP requer alguns cuidados, o que nem sempre é considerado pelos

autores que utilizam essa metodologia (LOURENCO et al., 2002).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As microalgas s&o uma alternativa promissora em virtude de seus
componentes, principalmente as proteinas, sendo um dos elementos de maior
interesse para aplicagoes.

Nesse sentido, determinar o teor de proteina se torna importante na valorizagcéo
da biomassa microalgal. Logo, a analise de determinacdo desse composto com a
utilizacdo de um fator de conversao de nitrogénio em proteina € muito utilizada.

Estudos enfatizam que a determinacéo do fator k € possivelmente a escolha
mais precisa e que o fator tradicional (6,25) superestima os teores de proteina em
microalgas, o que acarreta em resultados inadequados.

Para essa matéria-prima, ndo existe um fator de conversao universal que possa
ser recomendado para todas as espécies. Entretanto, ja existem fatores definidos para
microalgas especificas que devem ser adotados, em substituicdo ao fator
tradicionalmente empregado. Consequentemente, deve haver um maior cuidado ao
aplicar um fator de converséo de nitrogénio em proteina nessa matéria-prima. Decorre
que, sempre quando uma quantificacdo precisa dessa macromolécula for
indispensavel, torna-se necessario avaliar ou considerar um FCNP mais especifico,
considerando sua espécie e fase de crescimento, caso ndo haja um fator pré-definido
para a microalga em questao, o fator médio que utilizou maior quantidade de amostra
(4,97) deve ser considerado.

Em vista disso, numa perspectiva futura, recomendam-se novos estudos sobre

essa tematica, de forma a disseminar esse assunto para a comunidade cientifica.
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