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RESUMO

MINGOTTI, Renata. Aumento do teor proteico da biomassa seca da
cianobactéria Spirulina platensis por extracdo de carboidratos utilizando solvente.
2019. 69 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) — Engenharia Quimica.
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2019.

Spirulina sp. é muito utilizada em suplementos alimentares por possuir um contetudo
nutricional de qualidade, e, também, por apresentar uma enorme disponibilidade de
nutrientes, como, por exemplo, um percentual de 50% — 70% de proteinas. O
objetivou deste estudo foi aumentar o teor proteico da biomassa seca de Spirulina
platensis, sendo necessario compreender o efeito da aplicacdo do solvente na
extracdo de carboidratos da biomassa através de um tratamento quimico proposto
por uma ferramenta estatistica avancada. Aplicou-se o método da pesquisa
exploratoria, por meio de uma matriz fatorial de Plackett & Burman, com o fim de
otimizar os parametros concentracdo do solvente (10,55 e 100%) concentracdo da
biomassa (1, 5,5 e 10g/L), temperatura de extracdo (80, 100 e 120°C) e tempo de
extracdo (5,15 e 25 min). Entre os parametros acima citados, foram obtidas
respostas significativas e correlacionadas para os fatores de concentracdo do
solvente, a concentracdo de biomassa e a temperatura. Apresentando as melhores
as condicbes de extracdo de carboidratos e proteinas através do tratamento
guimico, tendo como resultados para os experimentos de numero 6 e 10,
respectivamente: 10g/L biomassa, 10% etanol, 120°C de temperatura e 25 min de
tempo de extracdo e 1g/L biomassa, 10% etanol, 80°C de temperatura e 5 min de
tempo de extracao.

Palavras-chave: Extracdo. Proteinas. Spirulina platensis. Tratamento quimico.



ABSTRACT

MINGOTTI, Renata. Increased protein content of dry biomass of
cyanobacterium Spirulina platensis by extraction of carbohydrates using solvent.
2019. 69 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) — Engenharia Quimica.
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2019.

Spirulina is widely used in dietary supplements because it has a high
nutritional content and also because it has an enormous availability of nutrients with
a percentage of 50% - 70% of proteins. The objective of this study is to increase the
protein content of dry Spirulina platensis biomass, and it is necessary to understand
the effect of solvent application on the extraction of carbohydrates from biomass
through a chemical treatment proposed by an advanced statistical tool. The
exploratory research method was applied through a Plackett & Burman factorial
matrix, in order to optimize the parameters of solvent concentration (in a percentage
of 10, 50 and 100%), biomass concentration (in 1, 55 and 10g/L), extraction
temperature (in 80, 100 and 120°C) and extraction time (in 5, 15 and 25min). Above
the parameters, significant and correlated responses were obtained for solvent
concentration factors, biomass concentration factors and temperature. With the best
conditions of carbohydrate and proteins extraction through the chemical treatment,
the results for the experiments of numbers 6 and 10, respectively, are: 10g/L of
biomass, 10% of ethanol, 120°C of temperature and 25 minutes of extraction time
and 1g/L of biomass, 10% of ethanol, 80°C of temperature and 5 minutes of
extraction time.

Keywords: Extraction. Proteins. Spirulina platensis. Chemical treatment.
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1 INTRODUCAO

Nos processos fisioldgicos e bioquimicos existentes nos organismos as
proteinas sdo componentes alimentares necessarios, pois atuam como fonte de
energia e de aminoacidos essenciais e devem ser introduzidas nos organismos por
meio da ingestao de alimentos, podendo ser de origem animal, vegetal e microbiana.

Devido ao custo elevado das fontes proteicas tradicionais (carnes, ovos e
leites) e a insuficiéncia proteica nos habitos alimentares da populacao, revela-se a
necessidade de fontes alternativas para suprir a falta deste nutriente. Neste
contexto, considerando o custo elevado versus habitos alimentares, a biotecnologia
traz uma interessante alternativa: a producao de proteinas de origem microbiana.

A falta da inclusédo das proteinas nos habitos alimentares influenciou os
avancgos tecnolégicos na industria de alimentos e na agricultura, despertando um
incentivo ao desenvolvimento de tecnologias ndo convencionais para a producao de
produtos com alto conteudo proteico, de qualidade nutricional satisfatoria a baixo
custo e minima interferéncia nas caracteristicas sensoriais dos alimentos (GARCIA,
2003; KAC; VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003).

As microalgas sdo uma proposta para essa utilizacéo, devido a sua enorme
biodiversidade, e consequente variabilidade na composicdo bioquimica, associada
ao emprego de melhoramento genético e a facilidade na implantacdo das técnicas
de cultivo em grande escala (SOLETTO et al., 2005).

De acordo com Colla et al (2007), as microalgas destacam-se principalmente
por apresentarem elevado valor proteico (50-70%), carboidratos, vitaminas
(especialmente B12), sais minerais, além de pigmentos (carotenoides, ficocianinas e
clorofilas), acidos graxos poli-insaturados (incluindo 6mega 3) e outros compostos. A
representatividade de cada um destes compostos nha composic¢ao celular pode variar
em funcdo de género, espécie e também das condi¢cbes de cultivo (BROWN et al.,
1997).

As condi¢cBes e a composicao dos meios de cultivos das microalgas também
podem ser alteradas a fim de modificar caracteristicas de crescimento celular ou
mesmo visando induzir a produgcdo de um componente especifico em elevada
concentracdo (DARZINS et al., 2010), como por exemplo proteinas, lipidios e

carotenoides.
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Entre as microalgas, a que estd recebendo maior atencdo pelos
pesquisadores sdo as do género Spirulina. Ela apresenta uma variedade de
nutrientes essenciais (ndo sdo sintetizados pelo organismo humano), sendo
considerada um importante suplemento alimentar (PHANG et al., 2000).

Spirulina platensis se destaca por ser um microrganismo fotossintético, rico
em proteinas, adequado para producdo em escala industrial (DEMIR e TUKEL,
2010). Seu cultivo exige uma area 20 vezes menor e utiliza um terco da agua
guando comparada ao cultivo da soja, sendo 3,5 vezes mais eficiente e ndo exige o
uso de defensivos agricolas, o que acarreta numa diminuicdo no custo e na poluicdo
ambiental do processo (GERSHWIN e BELAY, 2007). Além disso, a taxa de fixacao
de CO> das microalgas € muito maior do que das plantas superiores devido a sua
maior taxa de crescimento.

Considerando a rica composi¢cdo da biomassa microalga, a exploracdo de
todas as suas fracbes permite obter diferentes aplicacbes em areas distintas
(RASHID; REHMAN e HAN, 2013). Para isso faz-se necessario utilizar uma
combinacao de varias tecnologias de cultivo, extracdo e purificacdo, onde cada uma
das fracOes obtidas € aproveitada, resultando em uma biorrefinaria integrada
(RAWAT et al., 2013). Considerando a composicdo da S. platensis (50-70% de
proteinas, 8-14% carboidratos, 4-9% lipideos), por exemplo, verificamos que as
principais fracbes a serem aproveitadas seriam a proteica, carboidratos e a
ficocianina (BECKER, 2004).

Considerando as observacdes na literatura cientifica de que a evolucéo das
técnicas de cultivo (e compreensdo do metabolismo microalgal) permitiu-nos atingir o
gue parece ser uma limitacdo fisiolégica da S. platensis em acumular proteinas
(maximo de 70% m/m), entendemos que a Unica forma de aumentar o teor proteico
da biomassa € aplicando tratamentos pds-cultivo. Este trabalho tem como objetivo,
portanto, avaliar a possibilidade de aumentar o teor proteico de S. platensis por meio
do tratamento da biomassa seca com solvente organico, visando a remocéo da

fracdo de carboidratos intracelulares.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do presente trabalho foi concentrar as proteinas da
biomassa seca da cianobactéria Spirulina platensis por reducdo de carboidratos com
0 uso do solvente etanol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracao de proteina na biomassa;

e Determinar as proteinas totais da biomassa seca pré e pos tratamento com
solvente;

e Determinar os acucares totais da biomassa p0s tratamento;

e Quantificar o teor de carboidratos e proteinas na fase liquida obtida da
extracdo com solvente;

e Definir a melhor concentracdo de solvente etanol para a extracdo de
carboidratos resultando em minima interferéncia com as proteinas;

e Otimizar as condicdes de extracdo dos carboidratos: tempo, temperatura,
concentracdo de solvente, quantidade de biomassa utilizando planejamento

estatistico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PROTEINAS E SUA IMPORTANCIA

As proteinas sé@o caracterizadas como macromoléculas organicas, formadas
a partir de ligacOes peptidicas entre dois aminoacidos, resultando em uma estrutura
com diferentes combinagdes entre apenas 20 aminoacidos. (COZZOLINO, 2007).
Sao consideradas como um nutriente fundamental para o0 crescimento,
desenvolvimento e a manutencéo celular dos organismos vivos, cumprindo func¢des
estruturais, reguladoras, de defesa e também de transporte nos fluidos biolégicos
(LEHNINGER et al., 1993). Segundo Champe e Harvey (1996), para fornecer os
aminoacidos essenciais, isto é, aminoacidos que n&o sao sintetizados pelo proprio
organismo a partir de outros compostos organicos, € necessario a ingestdo de
proteinas através da dieta alimentar.

O valor nutricional de uma proteina depende da capacidade desta em
fornecer os aminoacidos essenciais, 0 que acaba refletindo na biodisponibilidade
para o organismo. Alguns fatores podem influenciar nessa questdo, tais como:
conformacao estrutural, presenca de outros compostos antinutricionais e efeitos das
condicBes de processamento com outros nutrientes (COZZOLINO, 2007).

Dentro deste contexto, é possivel observar a importancia do consumo de
proteinas de alto valor nutricional na alimentacdo humana. E sua insuficiéncia na
ingestdo é prejudicial, pois os individuos afetados pela desnutricdo possuem um
sistema imunoldgico enfraquecido, acarretando em uma maior propensao para
doencas (CHAMPE e HARVEY, 1996). A recomendacao é de uma ingestdo diaria de
37 gramas de proteina de alta qualidade, para um homem adulto moderadamente
ativo, de acordo com Organizacdo Mundial da Saude (FRANCO, 1997).

Por isso existe a necessidade de reavaliar os habitos alimentares sem criar
alteracdes sobre a diversidade de alimentos que o compbe (GARIB, 2002;
NICOLETTI, 2007). Isso se deve ao fato de que as dietas estdo se tornando cada
vez menos nutritivas e mais caldricas, visto pelo aumento de acgucares e gorduras na
composicio dos alimentos industrializados (KAC; VELASQUEZ-MELENDEZ, 2003).

Em decorréncia destas situacdes, tem-se visto um crescente estimulo na

procura por fontes alimentares alternativas e também por novos processos
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tecnolégicos, com o intuito de reduzir os custos dos produtos e atender as
demandas nutricionais (BATISTUTI e FREITAS,1995).

De acordo com Paraj6 et al (1995), o uso de microrganismos tem despertado
grande interesse, pois estes se desenvolvem em diferentes tipos de subprodutos
industriais, produzindo quantidades significativas de células, conhecidas como
proteinas microbianas. E segundo Villas Bba e Esposito (2000), essas células sao
consideradas como um concentrado proteico natural, pois contém todos o0s

aminoacidos essenciais.

3.2 PROTEINA MICROBIANA (SINGLE CELL PROTEIN)

Segundo Litchfield (1983), o termo Single Cell Protein (SCP) reporta-se as
células secas de microrganismos, cultivadas em sistemas de larga escala e séo
utilizadas como fontes de proteina para a dieta alimentar humana e animal. A
producédo de proteina unicelular tem tido grande importancia nos ultimos anos, pois o
consumo de microrganismos pode ser uma possibilidade frente a desnutricdo
proteica e energética (KONLANI et al., 1996).

Ainda que esses microrganismos sejam cultivados pelo seu elevado contetudo
proteico, o qual determinara o seu valor comercial, também apresentam lipideos,
vitaminas, minerais, carboidratos, além de nitrogénio ndo proteico, como 0s acidos
nucleicos (LITCHFIELD, 1983), sendo esse o principal fator limitante na utilizacao
das células microbianas em dietas alimentares devido a sua elevada concentracao,
podendo ser reduzido através de métodos quimicos ou biolégicos (ABOU-ZEID et
al., 1995).

Assim, de acordo com Anupama e Ravindra (2000) para melhor explorar o
potencial e a utilizacdo da proteina unicelular, apesar de serem muitas e
diversificadas as fontes de SCP (algas, fungos e bactérias), o consumo humano
deveria ser amplo. A sua aceitacdo ainda é pequena, por razées de custo do produto
final, viabilidade econdémica do processo ou até mesmo pelo desconhecimento da

populacéo.



19

3.2.1 Microalgas

Segundo Lourenco (2006), as microalgas sao eucariontes, caracterizados
como unicelulares ou pluricelulares, pertencentes ao reino Protista, ja as
cianobactérias sdo procariontes, unicelulares ou pluricelulares, pertencentes ao
reino Monera e inseridas na divisdo Chloroxybacteria, sendo as Unicas bactérias
capazes de fixar o dioxido de carbono e produzir oxigénio como produto da
realizacdo da fotossintese.

Na literatura ha controvérsias a respeito dessa classificagdo taxonémica das
microalgas e cianobactérias, mas Stanier e Van Neil (1962), propuseram a
denominagado “cianobactérias” e as incluiram na classificacdo Prokaryote, sendo
esta denominacdo aceita e publicada pela primeira vez em 1974 (HABIB et al.,
2008). Assim, durante o desenvolvimento deste trabalho o termo “microalgas” fara
mencao a microalgas e cianobactérias, conforme foi citado por Ghosh et al., (2016).

N&o se sabe exatamente quantas espécies de microalgas e cianobactérias
existem, hd uma estimativa que possam existir entre 70.000 e 1.000.000 de
espécies, mas sO 44.000 espécies aproximadamente ja foram descritas (SANCHEZ-
SILVA et al., 2013).

Por possuirem muitas vantagens frente a outros microrganismos,
pesquisadores tém demostrado grande interesse em cultivos de microalgas. Dentre
essas vantagens destaca-se eficiéncia fotossintética, taxa de crescimento e
producdo de biomassas superiores, 0 que leva ao cultivo em larga escala tornando
seu cultivo vidvel economicamente (MATA et al., 2010).

Essa alta capacidade fotossintética € devida a presenca de clorofila e outros
pigmentos que em conjunto aos acessoérios de protecdo e captacdo da luz
proporcionam uma conversao de até 10% da energia solar em biomassa, enquanto
gue em plantas convencionais esses percentuais ficam em uma faixa de 1% a 5%
(PARMAR et al., 2011). Além disso, o cultivo de microalgas ndo exige solos araveis,
podendo ser cultivadas em aguas salinas, salobras e residuais e em condicbes
indspitas (CHISTI, 2007; MILANO et al., 2016). Spirulina sp. do género Arthrospira €
uma das algas cultivadas nessas lagoas, e muito utilizada para suplementos com
alto teor de proteinas (NEOFOTIS et al., 2016).
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3.3 SPIRULINA

As cianobactérias do género Spirulina sdo microscépicas, com estrutura
procaridtica, multicelular e filamentosa, tendo sua origem ha cerca de 3,5 bilhdes de
anos atrds (GERSHWIN e BELAY, 2007). Sua reproducdo é através da divisao
transversal binaria do tricoma, quando ocorre a formacdo do hormogonio, que se
destaca dando origem a um novo filamento (VONSHAK e TOMASELLI, 2000).
Possui coloracdo verde azulada, atividade fotossintética, sendo composta por
tricomas de 5-6 pm de largura e 20 — 200 um de comprimento em forma de um
espiral (HOFF e SNELL, 1999; SHIMAMATSU, 2004).

A célula da Spirulina apresenta uma membrana plasmatica envolta por
muitas camadas da parede celular, possuindo uma fileira de poros ao redor do
tricoma, separados por pequenos espacos denominados septos, que sdo visiveis
apenas por microscopia oOptica (VONSHAK e TOMASELLI, 2000). Essa parede
celular é envolta por uma bainha constituida de polissacarideos e ndo apresenta
celulose, um dos motivos pelo qual a Spirulina € melhor metabolizada pelos
organismos. (BABADZHANOV et al., 2004).

Desenvolvem-se naturalmente nas aguas salobras e salinas, em ambientes
lacustres de regifes tropicais e semitropicais em diversas partes do mundo
(CIFERRI e TIBONI, 1985). Segundo Habib et al (2008), sua producédo se estendeu
mundialmente devido a sua capacidade de se adaptar a condicbes de altas
temperaturas e alta alcalinidade, sendo capazes de apresentar excelente resisténcia
em relacdo as demais microalgas.

A faixa de temperatura ideal de crescimento € 35-38°C para esta espécie
enquanto a faixa minima de temperatura necessaria para manter o crescimento € de
15-20°C (GERSHWIN e BELAY, 2007). Por apresentar uma alta alcalinidade, a faixa
necessaria de pH para o seu desenvolvimento fica em torno de 8 a 11, o que
ocasiona uma baixa susceptibilidade a contaminagdo por outros microrganismos em
seu cultivo (BARROS e SASSI, 2007; VONSHAK, 1997).

Spirulina é muito utilizada em suplementos alimentares por possuir um
contetdo nutricional de qualidade, e também por apresentar uma enorme
disponibilidade de nutrientes, sendo que esses podem variar de acordo com o tipo
de cultivo empregado (HABIB et al., 2008).
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A producdo mundial de Spirulina vem sendo liderada pela companhia
Earthrise Nutraceuticals, com unidade na Califérnia (EUA) e outra em Hainan
(China), apresentando uma capacidade de producao de mais de 900 toneladas por
ano. Mas h& também outras empresas que se destacam, tais como Siam Algae
Company em Bangkok (Tailandia) e a Cyanotech Corporation no Havai. Ja no Brasil,
ainda ndo se tem uma producdo relevante apesar de ser um pais com clima
predominante tropical nas regibes do Norte e Nordeste (DARZINS et al.,, 2010;
NICOLETTI, 2007)

3.3.1Aplicagbes de Spirulina platensis

Na classificacdo taxondémica, Spirulina € um termo comumente usado para
descrever principalmente duas espécies de cianobactérias, Arthrospira maxima e A.
platensis, sendo esta a espécie em maior destaque devido a sua situacdo geografica
(GERSHWIN e BELAY, 2007).

Ja em relacdo as suas propriedades organolépticas, na sua forma seca
apresenta odor de peixe e sob forma fresca ndo apresenta odores nem sabores. Em
pequenas quantidades pode potencializar ou ndo o sabor de qualquer alimento e
ainda realcar a coloracdo de alguns alimentos devido aos pigmentos presentes
(BORJA, 2007).

Segundo Henrikson (1994), a comercializacdo de Spirulina como alimento ou
complemento alimenticio esta legalmente autorizado em alguns paises da Europa,
Japao e costa asiatica do Pacifico, por considerar que esta € uma boa fonte de
nutrientes. Ja no Brasil, € permitido a sua comercializacado desde que o produto final

esteja devidamente registrado na ANVISA.

3.3.2Métodos para aumento do teor proteico de S. platensis

Segundo Henriques et al (1998), as microalgas reagem a quaisquer variacées
do meio exterior com alteragcées do seu meio intracelular. Assim, a manipulacéo das
condicbes e a composicao de nutrientes do meio de cultivo, tendem a estimular a

biossintese de compostos, além de influenciar os resultados de crescimento celular
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como também os componentes da biomassa e produtos de interesse (DERNER,
2006).

a) Condicbes de cultivo
O crescimento das microalgas € resultado da interacdo entre fatores

biolégicos, fisicos e quimicos, tanto no ambiente natural quanto nos cultivos
(DARZINS et al., 2010). Todos esses fatores podem influenciar no seu valor
nutricional, incluindo a sua forma e tamanho, estrutura e composi¢cdo da parede
celular e a composicao bioguimica (DERNER, 2006).

Existem varios métodos de cultivo para producdo de microalgas, que levam a
um rapido desenvolvimento de explosdes populacionais denominados “blooms”
(LOURENCO, 2006). Para a realizacdo desses meétodos, ha quatro tecnologias
envolvidas nesses cultivos, para os sistemas abertos os open ponds e raceway e
para os sistemas fechados, os fotobiorreatores e fermentadores (DARZINS et al.,
2010)

b) Composicdo do meio de cultivo
Conforme Brown et al. (1997), para avaliar o desenvolvimento apropriado do
cultivo, € essencial avaliar a composicéo nutricional das microalgas, pois esta pode
variar em funcdo de diferentes condicbes de cultivo e da fase de crescimento da
cultura. As quantidades desses componentes nutricionais no meio variam entre as
espécies e também dependem de diversas condicbes ambientais (GUILLARD,
1975).

De forma geral, a composicdo do meio de cultura é uma simulacdo do que
ocorre no meio natural em que a espécie se encontra, contendo NUMeErosos sais
minerais, alguns elementos traco e algumas vitaminas em baixas concentracdes
(MILANO et al., 2016)

O nitrogénio € o macronutriente basico na formacdo de proteinas, acidos
nucléicos e pigmentos fotossintetizantes. E incorporado sob forma amoniacal, mas
também pode ser assimilado na forma de nitrogénio gasoso ou molecular de nitrato
e de nitrito. Se a concentracdo de proteina for diminuida, esta ocasiona um aumento

significativo no percentual de polissacarideos e a diminuicdo da clorofila aumenta a
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concentragcdo de carotenoides gerando mudanca de coloracdo no cultivo da

microalga que tende ao aspecto amarelado (LOURENCO, 2006).

c) Tratamento quimico na biomassa seca

N&o foram encontrados na literatura estudos sobre o tratamento quimico na
biomassa ja seca de S. platensis com o objetivo de aumentar o teor proteico, pois
muitos destes trabalhos focam em estudos sobre melhoramento nas condigdes e na
composi¢cdo dos meios de cultivo para a obtengdo de uma melhor biomassa de
Spirulina. Por outro lado, sdo conhecidos diversos métodos para extracao da fracao
proteica, oleosa, carboidratos e pigmentos de microalgas. A maioria destes, porém,
visam a quantificacdo dessas fracfes e determinacdo da composi¢cdo da biomassa,
mas nao futuras aplicacdes da biomassa tratada.

O tratamento quimico proposto € retirar toda ou a maior parte dos
carboidratos ja presentes na biomassa, através da extracdo por um determinado
solvente, e em seguida relacionar esses parametros para entender quais as
melhores combinacgfes: concentracdo do solvente, concentracdo da biomassa,
temperatura de extracdo e tempo de extracdo usando uma ferramenta estatistica.

As proteinas sdo consideradas interferentes nos processos de extracdo de
carboidratos. Porém, nesse caso, ocorre que caso as proteinas ndo sejam extraidas
anteriormente, elas o serdo junto com os carboidratos, resultando na
superestimacao do teor de acUcares da biomassa. Como o objetivo principal deste
trabalho é aumentar o teor proteico da biomassa, faz-se necessario compreender o
efeito da aplicacéo do solvente na extracdo de proteinas e carboidratos da biomassa
seca. O objetivo é obter uma biomassa pés-tratamento com maior teor proteico.

Portanto, a proposta € determinar o teor de proteinas totais na biomassa seca
de Spirulina platensis; determinar os acucares totais e realizar estudos das melhores
condi¢cdes em que os carboidratos sao preferencialmente extraidos, aumentando o

teor proteico da biomassa.

3.4 METODOS PARA TRATAMENTO QUIMICO NA BIOMASSA SECA

3.4.1. Planejamento experimental de Plackett & Burman
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O planejamento de experimentos tem como finalidade explorar os dados nas
guantidades e condi¢cbes adequadas no decorrer do experimento, alcancando maior
precisdo estatistica sobre a variavel desejada com menor custo e também em um
menor periodo de realizagdo (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2003).
Diversas definicbes sdo encontradas para planejamento de experimentos e,
segundo Spiegel (1982), o termo €& definido como “o estudo dos métodos de
amostragem e dos problemas correlatos que surgem”. Assim, um experimento é
mais do que apenas uma prova ou testes, sdo experimentos com o propésito de
obtencdo de informacdes sobre um determinado sistema, ou a fim de resultados
comparativos entre as causas e efeitos causados por varios fatores numa ocorréncia
(MONTGOMERY, 2001). E é através de uma série de testes, que sdo feitas
modificacdes nas variaveis, para que possam ser analisados os efeitos resultantes
das mudancas realizadas no sistema de estudo. (MONTGOMETY, 2001; SPIEGEL,
1982)

Ha uma ampla quantidade de ferramentas que podem ser adotadas para a
implementacdo de um planejamento experimental, o escolhido para este trabalho foi
o Planejamento de Plackett & Burman, pois este é conveniente em situacdes onde
se encontra uma enorme quantidade de variaveis a serem estudadas. Além de ser
apropriado para situacdes exploratorias, também pode ser empregado em pesquisas
COm poucos recursos, pois permite com “n” experimentos investigar “n-1” fatores e
utiliza-se de fatores “fantasmas”, que servem para fazer a estimativa do erro
experimental (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2003).

3.4.2. Extracdo de carboidratos soluveis

A solubilidade da proteina pode superestimar o teor de carboidratos sollveis,
dai a importancia da extracdo por meio do uso de solucbes alcodlicas, as quais
podem reduzir essas interferéncias (WISEMAN; MALLACK e JACOBSON, 1960).

De acordo com Deinun e Maassen (1994), os procedimentos para extracdo de
carboidratos com alcool sdo secagem da amostra, moagem e extracdo com etanol
80%. Logo, os agucares sdo medidos diretamente no extrato alcoolico e o amido no
residuo insolavel e tanto os acidos organicos e a fragdo de polissacarideos néo

amido séo quantificados por diferenca gravimeétrica.
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3.4.3. Determinacao de proteinas totais

O método para determinacdo de proteinas baseia-se na determinacdo de
nitrogénio, comumente é realizada pelo processo de digestdo Kjeldahl. De acordo
com Instituto Adolfo Lutz (2005), este método foi desenvolvido em 1883, sofrendo
diversas modificacbes e adaptacbes até o presente momento, porém sempre se
fundamenta em trés etapas: digestao, destilacéo e titulacéo.

3.4.4. Determinacdo de acUcares totais

De acordo com Instituto Adolfo Lutz (2005), no grupo de compostos dos
carboidratos, tém-se diversos tipos de substancias, desde os monossacarideos,
representados pela glicose, os dissacarideos, sendo a sacarose e a lactose, até os
polissacarideos, como amido e celulose. Qualquer que seja a amostra a ser
analisada é fundamental caracterizar os carboidratos presentes de uma solucéo,
livres de substancias que possam interferir no processo escolhido para a sua
determinacdo. Para isso, usam-se solu¢des de “clarificadores” que precipitam as
substancias interferentes.

O método utilizado no presente trabalho € o Fenol-Sulfarico, pois dispensa a

hidrolise da amostra, uma vez que usa acido concentrado (DUBOIS et al., 1956).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fermentacoes,
localizado no bloco D na sala 003, no Laboratério de Quimica A, localizado no bloco
C na sala 112 e o Laboratério de Métodos de Analises Instrumentais, localizado no
térreo do bloco H na da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus
Ponta Grossa.

4.1 BIOMASSA

A microalga Spirulina platensis (Arthrospira platensis) foi fornecida pela
Universidade Federal de Lavras, em Lavras - Minas Gerais, na forma de granulado

SEecCoO.

4.2 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA

Os passos realizados no presente trabalho foram sumarizados no fluxograma
apresentado na Figura 1. Como inicio do experimento a amostra segue uma divisao,
apresentada com um tratamento quimico e sem o tratamento quimico. A amostra
sem tratamento quimico consiste em aplicar diretamente o Método de Kjeldahl para
determinar as proteinas totais existentes. Ja a amostra com tratamento quimico, teve
como primeira etapa a extracao de carboidratos sollveis totais por solvente, a qual
foi subdividida em fase liquida e sdlida. Na fase liquida, houve um preparo da
amostra para posterior leitura no espectrofotdbmetro com o intuito de determinar os
acucares total pelo Método Fenol Sulfurico. Na fase sdlida, aplicou-se novamente o
Método de Kjeldahl.

E por fim, para a obtencdo dos dados empregam-se o0s calculos especificos
das metodologias aplicadas, que serdo descritas detalhadamente nos topicos

seguintes.
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Figura 1: Fluxograma da Metodologia para Tratamento Quimico na Biomassa Seca.

Fonte: Autoria propria, 2019.

4.2.1 Planejamento experimental de Plackett & Burman

Foi desenvolvido um planejamento estatistico experimental para otimizar as
condicbes de extracdo dos carboidratos, como o0 tempo, a temperatura, a
concentracéo do solvente e a quantidade de biomassa.

Para dispor os fatores investigados ao planejamento experimental e
encaminhar a uma aplicacdo de pesquisa exploratoria com baixas aplicacoes, foi
utiizada uma matriz fatorial Plackett & Burman N=15, utilizando 3 valores
diferentes para cada fator, baseando-se na temperatura de ebulicdo do solvente
etanol, quantidade minima de biomassa a ser digerida e tempo maximo para

realizacdo da extracdo, conforme a Tabela 1 representada abaixo.
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Tabela 1: Planejamento Experimental Plackett-Burman com matriz fatorial N=15

Experimento Temperatura EtOH (%) Tempo (min) Biomassa (g/L)
°C)
1 120 100 25 1
2 80 100 25 10
3 120 10 5 1
4 80 100 5 1
5 80 100 25 1
6 120 10 25 10
7 80 10 5 10
8 100 55 15 5,5
9 120 100 5 10
10 80 10 5 1
11 100 55 15 5,5
12 80 10 25 10
13 120 100 5 10
14 120 10 25 1
15 100 55 15 55

Fonte: Autoria prépria, 2018.

Desse modo, com o desenvolvimento do planejamento experimental Plackett
& Burman foi possivel criar as combinacdes de tratamento para investigar de forma
eficiente e econémica os efeitos dos fatores especificados sobre a variavel de
interesse (MONTGOMERY, 2001).

4.2.2 Extracao de carboidratos por solvente

Para extracdo de carboidratos sollUveis totais, foi realizada secagem da
amostra em uma estufa de 80°C e em seguida a maceracdo. Nesta amostra
macerada foi adicionada uma concentracdo conhecida de etanol 80% e levada para
um sistema de aguecimento por um tempo pré-determinado. O sobrenadante foi

transferido para um tubo Falcon, sendo desse extrato retirado algumas aliquotas
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para quantificacdo dos teores de carboidratos sollveis totais pelo método Fenol
Sulfrico.

J& os residuos das extracfes alcoodlicas foram separados por uma filtracdo
simples com agua destilada e sendo posteriormente levado a estufa de 80°C. Apés o
processo de secagem da amostra, estes foram utilizados para quantificar o teor de
proteinas totais.

4.2.3 Determinacéo de proteinas totais
Método de Kjeldahl

a) Materiais

Balanca analitica, bloco digestor, destilador de nitrogénio, suporte com garra
metalica para titulacdo, tubos micro e macro de Kjeldahl, erlenmeyer de 250 mL,
béquer de 100 mL, bureta de 25 mL, espatula, papel de aluminio, micropipeta
monocanal, ponteiras para micropipeta de 1 e 5 mL.

b) Reagentes

Acido sulfarico concentrado, acido borico a 2%, acido cloridrico diluido 0,02
M, sulfato de potassio anidro, sulfato de cobre anidro, indicador vermelho de metila a
1%, indicador verde de bromocresol a 1%, hidréxido de sodio 11 M e agua destilada.

OBS: mistura catalitica de sulfato de potassio e sulfato de cobre anidro na
proporc¢ao 6:0,3.

c¢) Procedimento

Etapa da Digestdo: Pesou 1 g da amostra em papel aluminio e transferiu para

um tubo micro de Kjeldahl. Adicionou 6 g da mistura catalitica e 25 mL de &cido
sulfrico. Em seguida, o tubo foi levado ao aquecimento no bloco digestor até a

solucao se tornar azul - esverdeada e livre de material ndo digerido (pontos pretos).
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Ao chegar nessa coloracéo, a solugéo foi aquecida por mais uma hora e deixada em

repouso até atingir a temperatura ambiente.

Etapa de Destilacdo: Transferiu-se a amostra da etapa anterior para um tubo

macro de Kjeldahl e acoplou imediatamente ao destilador de nitrogénio. Adicionou-
se 15 mL de solucdo de hidroxido de sédio 11M no copo receptor do destilador.
Abrindo a torneira cuidadosamente para que a solucdo de hidroxido de sdodio
escorresse para o tubo contendo a amostra. Em seguida, lavaram-se as paredes
internas do copo receptor com &gua destilada. Em um erlenmeyer, foram
adicionados 5 mL de &cido boérico a 2%, 3 gotas do indicador vermelho de metila e 3
gotas do indicador verde de bromocresol, homogeneizando e conectando na saida
do condensador do destilador. E por fim, ligou-se o sistema de aquecimento do
destilador e procedeu com a destilacao até obter cerca de 50 mL de destilado.

Etapa de Titulacdo: Completou-se o volume da bureta com a solugéo de acido

cloridrico diluido 0,02 M e acoplou no suporte com garra metélica. Procedeu-se a
titulacdo do erlenmeyer contendo a amostra até a viragem da cor azul para résea. O
volume gasto foi anotado para realizar os calculos da porcentagem de proteinas

contidas na amostra.

Céalculo do teor de nitrogénio total

(Va—Vb).N .0,1m—0l. 0,014 mg .1000 mL .100%

L
P

%N =

Dado que:

Va — Volume de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra (mL)
Vb — Volume de acido cloridrico gasto na titulacdo do branco (mL)
N — Concentracéo do acido cloridrico usado no experimento

0,1 mol/L — Fator de correcdo do acido cloridrico

0,014 mg — massa do nitrogénio (mg)

1000 mL — dado para converséo de unidade mL para L

100 % — dado para conversao da resposta em porcentagem
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P — Peso da amostra (mg)

Calculo e conversao do teor de nitrogénio total para o teor de proteina

%Proteina = N.F
Dado que:
N — Teor de nitrogénio total na amostra

F— Fator de conversao de nitrogénio em proteina para outros tipos de amostra (6,25)

Método Reagente de Bradford

O principio do método baseia-se na interagdo do corante com a proteina,
formando um complexo de cor azul. Para calcular a concentracdo de proteina
utilizou-se uma curva de calibracdo padrao com albumina bovina (BSA) na faixa de
concentracdo de 0 a 1500 pg/mL, sendo necessario a construcdo dessa curva,
assim foram adicionados 37,5 mg de BSA e agua destilada para completar 25 mL do
baldo volumétrico. Retirou-se aliquotas de 0; 0,33; 0,83; 1,66; 2,5; 3,33 e 5 mL
dessa solucao e completando com agua destilada até obter um volume total de 5 mL
nos tubos de ensaio, como podemos ver no Grafico 1 a seguir.

Aplicou-se o método de Reagente de Bradford apenas para a fase liquida,
sendo adicionados 0,5 mL do Reagente de Bradford a 5 mL das 15 amostras
diluidas (proporcdo de 2:3) e, em seguida foram efetuadas a leitura em

espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 595 nm.
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Gréfico 1: Curva de Calibracéo Padrédo de Proteinas — BSA

Fonte: Autoria prépria, 2019.
4.2.4 Determinacgédo de agucares totais
Método Fenol Sulfarico
a) Materiais
Espectrofotbmetro, estante para tubos, tubos Falcon de 15 mL, béquer de
500 mL, baldo volumétrico de 10 mL, micropipeta monocanal, ponteiras para
micropipeta de 1 e 5 mL.
b) Reagentes

Amostra, Fenol 5%, acido sulfurico concentrado e agua destilada.

d) Procedimento
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Retirou-se uma aliquota de 2 mL do sobrenadante ou filtrado (fase liquida
obtida da extracdo) e a esta solug&o adicionou-se uma mistura composta por 1 mL
de fenol 5% e 5 mL de &cido sulfdrico concentrado. Como as amostras
apresentaram uma coloracdo escura proveniente da reacdo do método aplicado,
foram realizadas diluicdes na proporcdo de 1:9 para que fossem realizadas as
leituras no equipamento Espectrofotdmetro CINTRA 10 — UV Visible Spectrometer
em um comprimento de onda de 490 nm (DUBOIS et al., 1956).

Curva Padrio de Glicose

1,8
16
14

1,2

ABS

0,8
y =0,0227x+ 0,0422

06 R2=0,9909
0,4
0,2

0 10 20 30 40 50 60 70
[1 mg/L

Grafico 2: Curva de Calibracdo Padréo de Glicose

Fonte: Autoria prépria, 2018.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a discussdo dos resultados utilizou-se o mesmo fluxograma
caracterizado no item 4.2, mas com uma descricdo mais detalhada das linhas de

mapeamento da metodologia.

5.1 AMOSTRA COM TRATAMENTO QUIMICO NA BIOMASSA SECA

5.1.1Extrag&o de carboidratos por solvente

O tratamento quimico na biomassa seca na amostra consiste em uma série
de etapas, como demonstrado na Figura 2 do fluxograma abaixo. Tendo como inicio

principal a extracao de carboidratos através do uso de solvente.

v
v (*) Extraciio de
Fase Liquida [ Carbosdratos } --------- -« Fase SOhda
v '
—————— - ———————y - - o o -y
- i - it ~ |
I Preparo de § : i Dwgestio § :
| Amostra 5 I |

' - - \ J [ l
2 | ! g !
I ; I | i I
| 1 | | r ~ |
! gl ! « |
| Lestura no s 31 | Destlacio e
: Espectrofotdmetro 81l : § J 21
y | |
| 1 | . " . i
| ! ! !
: I : Titulacdo I
| |

| = /
| SR — -1———————-' | VA P — L--- ----- '

i —

Calculos
(*) Extragdo de Carboidratos Soliveis Totais por Solvente Fim

Figura 2: Fluxograma da Metodologia com foco no Tratamento Quimico proposto

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Para realizar a extragdo em diferentes temperaturas, foram utilizados os
seguintes sistemas de aquecimento: estufa de secagem, banho maria e a autoclave,
levando em conta o controle do tempo de extracdo. Na primeira extragao, 0 processo
nao foi eficiente pois a estufa de secagem e o equipamento de banho maria nao
chegaram na temperatura desejada e extrapolaram o tempo definido. Buscando
maior eficiéncia do processo e utilizando outro procedimento para aquecimento,
usou-se a autoclave para uma temperatura de 120°C e um sistema acoplado de
béquer, termdmetro e chapa aquecedora para as temperaturas de 80 e 100 °C,
como ilustrado na Figura 3 a seguir.

Figura 3: Sistema de aquecimento para extracdo de carboidratos por etanol.
Fonte: Autoria prépria, 2018.
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A fim de obter a separacdo das fases liquida e sodlida, aguardou-se o
resfriamento das amostras a temperatura ambiente. E, em seguida, efetuou-se uma
filtracdo simples das amostras. O filtrado obtido foi armazenado em tubos Falcon
enquanto a torta retida no meio filtrante foi levada a estufa de secagem a 80°C,
sendo estes o0s produtos para as préximas etapas do fluxograma apresentado na

Figura 2.

5.1.2 Determinacado de acucares totais

Para determinar os acUcares totais da amostra com tratamento quimico,
foram feitas as analises na fase liquida, obtida pela filtracdo da etapa de extracao de
carboidratos descrita no tépico anterior.

E, atravées da curva padrdo de glicose, apresentada no Grafico 2,
desenvolveu-se os calculos para a determinacéo de concentracdo de acucares totais
por meio da equacdo da reta obtida da curva padrdo, multiplicado pelo fator de
diluicao.

Os valores de concentracdo de carboidratos foram lancados no planejamento
experimental Plackett & Burman, o qual nos forneceu as respostas dos 15
experimentos, apresentados na Tabela 3. Como também, forneceu o numero do
experimento que apresentou melhores condi¢cdes de extracdo de carboidratos pelo
tratamento quimico - o experimento de numero 6: 10g/L biomassa, 10% etanol,
120°C de temperatura e 25 min de tempo de extracdo, representado na ultima linha

da Tabela 2 a sequir:

Tabela 2: Melhor condicado de extracdo de carboidratos por etanol (Cur Value)

Term Biomassa (g/L) EtOH (%) Temperatura (°C) Tempo (min)
Data Min 1 10 80 5
Data Avg 5,5 55 100 15
Data Max 10 100 120 25
Cur Value 10 10 120 25

Fonte: Programa de Planejamento Experimental Plackett & Burman, 2019.
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Tabela 3: Planejamento Experimental Plackett & Burman com resposta a concentragao
de carboidratos.

Experimento  Temperatura EtOH (%) Tempo (min) Biomassa Resposta
0 (9/L) (9/L)
1 120 100 25 1 89,77
2 80 100 25 10 133,39
3 120 10 5 1 99,47
4 80 100 5 1 86,69
5 80 100 25 1 96,82
| 6 120 10 25 10 656,29 |
7 80 10 5 10 449,25
8 100 55 15 5,5 343,08
9 120 100 5 10 327,22
10 80 10 5 1 142,2
11 100 55 15 5,5 321,49
12 80 10 25 10 561,14
13 120 100 5 10 194,18
14 120 10 25 1 173,92
15 100 55 15 5,5 331,62

Fonte: Autoria propria, 2019.

Através do programa, foram levantadas as informagdes sobre quais fatores
sao significativos baseados em uma equacao indicada na Figura 4. Vemos que 0s
fatores mais significativos sdo bl e b2, concentracdo de biomassa e concentracdo
do solvente etanol, ambos indicados por marcador amarelo. Ja era esperada que a
concentracdo de biomassa fosse um dos fatores significativos, pois quanto mais
biomassa estiver presente em uma amostra mais carboidratos serdo extraidos, como

evidenciado no experimento 6 representado na Tabela 3.
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Resp 1 = b0 + b1*Biomass(g/l) + b2*EtOH[%) + b3*Time(min) + b4*Temperature(2C)
Std
P value Error -55% 95% tStat VIF
bO 137,10 0,432 167,45 236,05 510,25 0,819
bl 30,23 0,00110 6,681 1535 45,12 4,525 1,000
b2 -2,137 0,00950 0,668 -3,626 -0,649 3,199 1,000
b3 3,436 0,280 3,006 -3,262 10,13 1,143 1,000
ba 0,257 0,847 1,503 -3,052 3,647 0,158 1,000

Figura 4: Planejamento Experimental Plackett-Burman com dados dos fatores significativos.

Fonte: Programa de PE Plackett-Burman, 2019.

O interessante desse planejamento foi visualizar o efeito da concentracéo de
etanol, representada pelo Grafico 3, quanto menor a concentracdo de etanol
utilizada na extracdo, maior foi a extracao de carboidratos resultando em uma menor
extracdo de proteinas. Pois, segundo Instituto Adolfo Lutz (2005), o solvente etanol
em altas concentracdes ndo consegue extrair em grandes quantidades esse tipo de
carboidrato caracterizado como polissacarideos, representado pelo amido, celulose
e glicogénio, sendo apenas em carboidratos do tipo monossacarideos. Outra
consideracdo a respeito dessa informacdo € quanto a solubilidade dos
polissacarideos, pois sabe-se que sao divididos em solluveis e insolUveis em agua
(LEHNINGER, NELSON e COX, 2000), dai, a importancia de caracterizar 0s
carboidratos presentes na amostra antes de qualquer analise a ser realizada. Em
vista disso, os carboidratos presentes na amostra poderiam ser insolUveis nessas
condicBes de extracdo e estarem presentes na fase solida, interferindo no processo
escolhido para a sua determinacédo (DEINUM e MAASSEN, 1994).
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Gréfico 3: Planejamento Experimental Plackett &Burman em resposta a concentracao de carboidratos.

Fonte: Programa de Planejamento Experimental Plackett&Burman, 2019.

5.1.3 Determinacao de proteinas totais

Para quantificar o teor de proteinas totais na fase sélida e na liquida utilizou-
se o0 método de Kjeldahl, mas devido ao ndo atendimento descrito na literatura,
desenvolveu-se iniumeras modificacbes na metodologia a fim de adequar para a
amostra de estudo, estando detalhado no Apéndice.

Por isso, aplicou-se o método de Reagente de Bradford apenas para a fase
liquida. Com os dados obtidos, estes foram lancados no planejamento experimental
Plackett & Burman, fornecendo as respostas dos 15 experimentos, apresentados na
Tabela 4.

Todas as informacdes foram geradas pelo programa, o qual forneceu os
fatores mais significativos baseados em uma equacao indicada na Figura 5. Neste,
vemos que os fatores sdo bl e b2, concentracdo de biomassa e temperatura de

extracdo, ambos indicados por marcador amarelo.



Tabela 4: Planejamento Experimental Plackett-Burman com resposta a concentracao de

Experimento Temperatura

°C)

1 120
2 80
3 120
4 80
5 80
6 120
7 80
8 100
9 120
10 80
11 100
12 80
13 120
14 120
15 100

Fonte: Autoria prépria, 2019.

proteinas.
EtOH (%) Tempo
100 25
100 25
10
100
100 25
10 25
10 5
55 15
100
10
55 15
10 25
100 5
10 25
55 15

(min)

Biomassa Resposta
(9/L) (9/L)
1 0,8250
10 1,8585
1 0,4178
1 0,7783
1 0,6363
10 2,7125
10 0,6338
5,5 1,2475
10 2,3288
1 0,4278
5,5 1,0623
10 0,6173
10 2,1900
1 0,5405
5,5 1,2778

Resp 1 = b0 + b1*Biomass(g/L) + b2*Temperature(2C) + b3*EtOH(%) + b4*Time(min)

Std
Pwvalue Error -95% 95% tStat WVIF
a]0] -1,591 0,04624 0,700 -3,150 0,03223 2,274
bl 0,124 0,00122 0,027%0 0,06218 0,187 4,457 1,000
b2 0,01893 002240 0,00628 0,00294 0,03092 2,695 1,000
b3 0,00605 0,05532 0,00272 0,000167 0,01227 2,165 1,000
b4 0,00345 0,78% 0,01256 -0,02452 0,03142 0,274 1,000

Figura 5: PE Plackett & Burman com dados dos fatores

proteinas.

Fonte: Programa de PE Plackett & Burman, 2019.
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significativos para elevacdo do teor de
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Como ja comentado no resultado de planejamento experimental com relacédo
a concentracdo de carboidratos, era esperada que a concentracdo de biomassa
fosse um dos fatores significativos. O ideal € que na mesma condicdo do
experimento pudesse ser extraido o maximo de carboidratos e minimo de proteinas
da biomassa. Mas como podemos analisar na Tabela 4, o experimento 6 né&o
atendeu o resultado desejado, pois apresentou-se com o maior valor de extracao de
proteinas em relacdo aos demais experimentos.

Por isso a divergéncia quanto ao resultado fornecido pelo programa, dentre 0os
15 experimentos estudados, 0 que apresentou a melhor condicdo para extracao
minima de proteinas é o experimento 10, com as seguintes caracteristicas: 1g/L de
biomassa, 10 % de solvente etanol, 80°C de temperatura e 5 minutos de extracao,

sendo apresentadas na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5: Melhor condicdo de extragdo minima de proteinas (Cur Value)

Term Biomassa (g/L) EtOH (%) Temperatura (°C) Tempo (min)
Data Min 1 10 80 5
Data Avg 55 55 100 15
Data Max 10 100 120 25
Cur Value 1 10 80 5

Fonte: Programa de Planejamento Experimental Plackett & Burman, 2019.

Ainda sobre os dados obtidos pelo programa, podemos realizar uma
comparacao entre os experimentos 3 e 10 da Tabela 4, tendo como Unica diferenca
o valor da temperatura de extracdo, 120 e 80°C, respectivamente. Provavelmente o
experimento 10 tenha sido sugerido como melhor op¢do, mesmo apresentando uma
reducado de 0,0100 g/L no valor da resposta, este seria justificado pela facilidade em
atingir a temperatura de forma mais rapida e eficaz, como podemos observar no
Grafico 4. Outra andlise € quanto ao experimento 12, pois apresenta um valor
proximo ao ideal para extracdo de carboidratos e um valor médio para extracéo
minima de proteinas, mas para isso teria que trabalhar com uma quantidade elevada
de biomassa (10g/L) em um maior tempo de extracdo (25 min), o que n&o seria

viavel economicamente.
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Logo, podemos observar no Gréfico 4, o efeito da temperatura na extracao
para a elevacdo do teor de proteinas presentes na biomassa. Quanto menor a
concentracdo de biomassa utilizada menor serd a temperatura de extracao

resultando em uma elevagédo no teor de proteinas.

2025
1520
m10-15

Blomessin/ L} 0510

n ﬂ m = . .- 4 ' ’

A 0,005

2843y g
Temperature(C)

Grafico 4: Planejamento Experimental Plackett-Burman com resposta a concentragdo de proteinas.
Fonte: Programa de PE Plackett-Burman, 2019.

5.2 AMOSTRA SEM TRATAMENTO QUIMICO NA BIOMASSA SECA

O procedimento sem tratamento quimico na biomassa seca na amostra
consiste em uma Unica etapa, a determinacéo de proteinas totais, desenvolvido pelo
método de Kjeldahl, como demonstrado na Figura 6 de uma parte do fluxograma

apresentado no item 4.2.
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Figura 6: Fluxograma da Metodologia com foco no ndo Tratamento Quimico proposto

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Como ja descrito anteriormente, todo o procedimento que envolveu o método

de Kjeldahl esta detalhado no Apéndice.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi elevar o teor de proteinas da biomassa seca da
cianobactéria Spirulina platensis por extracéo de carboidratos utilizando etanol como

solvente através de uma aplicacdo da ferramenta Planejamento de Experimentos do
tipo Plackett & Burman, por meio da andlise de varidveis, buscando demonstrar a

melhor condicdo para a extragcdo de carboidratos e consequentemente elevar o teor
proteico.

Dessa forma, o procedimento adotado e implementado, resultou em fatores
significativos para o cumprimento dos objetivos propostos, sendo a concentracao de
biomassa e a concentracdo de etanol para a extracdo de carboidratos, enquanto os
fatores de concentracdo de biomassa e temperatura para a elevacao do teor de
proteinas. Tendo em comum o mesmo valor da concentracdo de etanol,
demonstrando que a variacdo na concentracdo do solvente € significativa para os
resultados.

Surgindo duas possibilidades para a extracdo, uma € aumentar a0 maximo a
temperatura e extrair altas concentracdes de carboidratos com perdas de proteinas
ou reduzir a temperatura e extrair pequenas concentracdes de carboidratos, mas
garantindo o maximo de proteinas presentes na amostra. O que vai definir essa
escolha é quanto a finalidade de uso da amostra, neste trabalho a finalidade € para
fins alimenticios, justificando a utilizacdo do solvente etanol por este apresentar
baixa toxicidade, solivel em agua e proveniente de fontes totalmente renovaveis.

E, em meio a essas pesquisas, foram obtidos outros resultados e
observacfes pertinentes ao método mais utilizado para determinacdo de proteinas
em alimentos: o método de Kjeldahl; dessa vez, aplicado ao objeto principal da
pesquisa: a cianobactéria Spirulina platensis. Oferecendo aos proximos
pesquisadores a possibilidade de direcionar as melhorias para os procedimentos
gue mais agregam valor, evitando desperdicios com fatores ndo significantes e
atendendo uma das premissas basicas de caracterizacdo quimica: a determinacéo

de proteinas totais para microalgas.
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6.1 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para futuros estudos sobre o aumento de teor proteico da
biomassa seca da cianobactéria Spirulina platensis por extracdo de carboidratos
utilizando solvente obtido a partir das metodologias desenvolvidas neste trabalho
podemos incluir:

* Melhorias no processamento de amostra de Spirulina platensis.

* Planejamento experimental com mais fatores relacionados, como extragéo

com diferentes solventes e em diversas concentracoes.
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APENDICE

Para quantificar o teor de proteinas presentes na amostra sélida advinda da
separacdo de fases da etapa de extracdo, aplicou-se o método de Kjeldahl
constituido de 3 etapas. A primeira etapa deste método é a digestao, e para isso foi
necessario preparar a amostra de acordo com a descri¢cao na literatura (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2005) e seguir com o procedimento experimental. O resultado
obtido ndo apresentou as caracteristicas da ocorréncia de uma digestdo, como
auséncia de coloragcdo ou pontos pretos na amostra, como podemos observar na
sequéncia da Figura 7. Como nao foi atingido a primeira etapa do método, tornou-se
inexecutavel os préximos procedimentos para a determinacdo de proteinas totais.
Assim, empenhou-se em encontrar uma metodologia que se adequasse a amostra
solida.

Figura 7: Aplicacdo do Método de Kjeldahl na amostra em fase sélida.
Fonte: Autoria prépria, 2018
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De acordo com diversas literaturas com metodologia n&do validada, para
conseguir digerir uma amostra contendo altos teores de proteinas existentes, menor
deve ser a quantidade de biomassa e mistura catalitica a serem utilizadas no
experimento. Havendo divergéncias quanto a propor¢cdo de mistura catalitica e
guantidade de acido sulfarico concentrado. Assim, a metodologia que pareceu ser a
ideal, foi utilizar a mesma quantidade de biomassa da amostra descrita no
planejamento experimental no inicio deste trabalho, aumentando a quantidade de
acido sulfurico, diminuindo a quantidade e propor¢édo de mistura catalitica.

O planejamento experimental foi desenvolvido de maneira simples
considerando apenas o fator biomassa, variando a propor¢cédo de mistura catalitica a

ser utilizada, como &€ demonstrada na Figura 8 abaixo.

Planejamento experimental considerando o fator Biomassa (g/10 mL)

00lg 0,055 g 01g

10:01 0701 10:01 0701 10:01 0701

Figura 8: PE considerando o fator Biomassa (g/10mL) para aplicagdo na etapa de digest&o
no Método de Kjeldahl.
Fonte: Autoria prépria, 2018

Em seguida, realizou-se o preparo das amostras de acordo com 0 novo
planejamento experimental, resultando em 9 experimentos ou tubos como

identificados na Figura 9.
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Preparo de amostra para Digestao
Pro, o e .
Tubo |Bi 10 ml F;r:m; d Acido Sulfurico
vanogode de
u iomassa (g/10mL}| q concentrado
fAC
1 0,010 71 2004p
2 0,010 101 2004 g
3 0,055 71 2018g
30 mL
4 0,055 11 2082 g
5 0,100 71 2024p
i 0,100 11 2081 g

Figura 9: Preparo de amostra para a etapa de digestao de acordo com o PE

Fonte: Autoria propria, 2018.

Deu-se inicio a etapa de digestdo, com o aquecimento no bloco digestor a
uma temperatura inicial de 150 °C, com um range de temperatura gradual de 50 em
50 °C a cada 30 min até alcancar a temperatura de 450°C. Possuindo uma atencéo
redobrada no controle de temperatura, pois esta deve ser aumentada
vagarosamente para evitar espirros de amostra para fora do tubo Kjeldahl ou até
mesmo a quebra do tubo.

Ao atingir a temperatura de 260 °C, o equipamento permaneceu estavel
nessa temperatura em um total de 2h e 16 min de digestdo. Com esse tempo de
digestdo, a amostra jA deveria ter sido digerida, mas como nem chegou na
temperatura final definida pela literatura, deduz-se que houve falha no sistema
elétrico do equipamento bloco digestor. O resultado dessa tentativa de digestdo esta
ilustrado na Figura 10, e mesmo nao concluindo a procedimento experimental pode-
se observar um caminho de qual experimento levaria a digestdo completa da
amostra, sendo representado pelo experimento 3, o qual apresenta-se com uma

coloracéo preta menos turva se comparada aos demais experimentos.
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Figura 10: Resultado da segunda tentativa de digestdo da amostra em fase sélida.

Fonte: Autoria prépria, 2018.

Na busca de um equipamento substituto ao bloco digestor, desenvolveu-se
um sistema acoplado do apoio de tubos micro Kjeldahl do proprio bloco digestor
sobreposto em cadinhos em uma chapa aguecedora com controle de temperatura,
para que ndo houvesse contato direto com os tubos, como demonstrado na Figura
11. Requentei as amostras e continuei com o procedimento, mas esse sistema de
aguecimento ndo passava de 270°C e novamente nao teve a etapa concluida, tendo
como possivel explicacdo a perda de calor por transferéncia por convecgédo e

radiacao.
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Figura 11: Sistema de aquecimento para digestéo.

Fonte: Autoria prépria, 2018.

Em meio as tentativas de encontrar um equipamento substituto, soube-se da
existéncia de um bloco digestor em outro laboratorio. As amostras foram aquecidas
novamente para prosseguir com o0 procedimento da etapa de digestdo por
aproximadamente 2 horas e finalmente essa tentativa apresentou bons resultados.
Dos 6 experimentos propostos, apenas dois deles apresentaram digestdo completa,
ou seja, auséncia de coloracdo na amostra, sendo eles o experimento 3 e 0
experimento 6, como podemos ver na Figura 12. Outra observacao importante a ser
feita € comparar os resultados dos experimentos 3 e 4 da Figura 10 com os
resultados da Figura 12, respectivamente. Pois, 0 experimento 3 mostrou-se mais
avancado para o caminho a ser desenvolvido da metodologia de digestéo e por fim
ficou quase transparente se comparado ao experimento 4, sendo que este havia
presenca de excesso de mistura catalitica e ndo se mostrou tdo eficiente de inicio.
Logo, percebe-se a influéncia da proporcdo da mistura catalitica, j& que ambos
apresentaram as mesmas condi¢cdes de quantidade de biomassa, mistura catalitica

e &cido sulfarico concentrado. Ainda nessa mesma linha de raciocinio, € possivel
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perceber a mesma influéncia entre os experimentos 5 e 6. Concluindo que, ha uma
relacdo entre a quantidade biomassa e a propor¢cdo de mistura catalitica, pois sédo

diretamente proporcionais.

Figura 12: Resultado do reaquecimento da amostra em fase sdlida.

Fonte: Autoria propria, 2018.

Encontrado a metodologia adequada para a completa digestdo da biomassa
seca, realizou-se mais um estudo aplicado em cima desse ultimo resultado afim de
otimizar os reagentes utilizados nessa nova metodologia. Assim, aplicou-se o
planejamento experimental de Plackett & Burman e seguiu-se com o procedimento
experimental ja descrito anteriormente, conforme mostrado na Figura 13 a seguir.

Aproveitando a otimizacdo dos dados, teve-se melhor controle da temperatura
durante o aquecimento do processo, diminuindo o intervalo de temperatura de 50°C
para 25°C para evitar a ocorréncia de espirros de amostra e falhas no controlador do
equipamento.



Planejamento experimental e preparo de amostra para
otimizacdo dos reagentes utilizados na etapa de Digestao
P vl - -
Tubo | Bi 10 mL mpf;r:rﬁoz Acido Sulfirico
u iomassa (g/10 mL) | guantidode de concentrado
C
1 0,010 10:1 2,0160 g 25mL
2 0,055 10:1 2,0054 g 25 mL
3 0,010 71 20257 g 15 mL
4 0,010 71 2,0020g 25 mL
5 0,032 8,51 2,0038g 20mL
G 0,055 71 201758 25 mL
0,055 101 2,0331 g 15 mL
3 0,055 7:1 1,8815¢g 15 mL
= 0,010 10:1 2,0815g 15 mL
10 0,032 8,51 2,0586¢ 20mL

Figura 13: PE para otimizacao dos reagentes

Fonte: Autoria propria, 2019.

As observacdes durante o processo de aquecimento foram:
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- Com 31 minutos de aquecimento, 0s experimentos comegaram a escurecer,

passando de verde clarinho para uma coloracdo preta com caracteristica turva,

devido ao inicio de digestao.

- Com 1 hora e 29 minutos, houve inicio de formagcdo de uma névoa branca.

- Com 2 horas e 9 minutos, 0s experimentos comecaram a suar pelas paredes

internas dos tubos, pois estava préximo ao ponto de ebulicdo do acido sulfarico.

- Com 2 horas e 11 minutos, 0s experimentos 7 e 8 apresentaram névoa

branca mais espessa.

- Com 2 horas e 27 minutos, 0s experimentos 3, 8 e 9 apresentaram

coloracdo mais claras se comparada aos demais, tendendo para uma tonalidade em

amarelo claro.

- Com 3 horas, os experimentos 3, 8 e 9 apresentaram uma mudanca de

coloracéo de amarelo claro para verde claro.
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- Os experimentos 2 e 6 continuaram com a coloragdo escura, nao
apresentando indicios de uma digestao completa.

O processo de aguecimento foi mantido por 1 hora na temperatura de 336°C
ao se observar as primeiras ocorréncias de digestdo dos experimentos 3 e 9 se
tornarem transparente. A Figura 14 ilustra o resultado final da etapa de digestdo da
otimizacdo dos dados dos reagentes utilizados no experimento. E como ja
observados, os experimentos 3, 8 e 9 foram os que indicaram melhores resultados

aos demais, apresentando uma transparéncia mais evidente.

Figura 14: Otimizagéo de reagentes baseados no PE.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Com a metodologia de digestdo ajustada e otimizada, conseguiu-se
prosseguir com as etapas posteriores. Para isso, foram necesséarios a preparagéo
das solucbes e materiais a serem utilizados no equipamento destilador de nitrogénio
e na titulacdo dos experimentos. Por questbes de tempo de operacdo do destilador
de nitrogénio, 40 minutos em média para cada experimento ser destilado, e também
na economia de reagentes, foram realizadas essas etapas apenas para 0S
experimentos 3, 8 e 9, por apresentarem os melhores resultados de digestéao.
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Assim, deu-se inicio na destilagdo do experimento 8, com 100 mL de excesso
de hidroxido de sodio presente no tubo macro de Kjeldahl, em seguida titulou-se
com solugdo de &cido cloridrico diluido, obtendo 11,5 mL de volume gasto. O
mesmo procedimento aconteceu para 0s experimentos 9, com 100 mL de hidréxido
de sédio em excesso, obtendo 2,6 mL de volume gasto. Ja o experimento 3, ndo foi
possivel obter o volume de &cido cloridrico gasto na titulacdo, pois na etapa de
destilacdo, houve succdo do destilado na saida do condensador levando a perda
total do experimento, este foi misturado com a amostra presente no tubo macro de
Kjeldahl.

Com os dois resultados da titulacdo, desenvolveu-se os célculos para
determinar o teor de proteinas totais presentes nos experimentos 8 e 9, juntamente
com o branco. Como descrito passo a passo dos céalculos no topico 4.2.3, segue 0S

resultados obtidos e apresentados na Tabela 6:

Tabela 6 — Célculos dos teores de nitrogénio total e proteina total

Experimento Teor de nitrogénio total (%) Teor de proteina total (%)
Branco 0,56 3,5
8 0,58 3,6
9 6,72 4,2

Fonte: Autoria propria, 2019.

Devido aos baixos percentuais de proteinas apresentadas, nao foram
desenvolvidas as etapas de digestao, destilacao e titulacdo dos 15 experimentos das
amostras com tratamento quimico, pois seria mais conveniente determinar os teores
proteinas totais das amostras sem tratamento quimico, pois gastaria menos tempo
de operacdo dos equipamentos e quantidade de acido sulfarico concentrado ja que
estava em falta nos laboratérios da universidade. E também, pelo fato de testar
diretamente a amostra, obtendo mais resultados para assim comparar erros
associados a metodologia ou justificar a falta de caracterizagdo da amostra.

Como ja foi retratado todo o passo a passo do procedimento experimental

para a determinacdo de proteinas totais no topico anterior, a seguir sera
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apresentado apenas as informacfes do preparo de amostra para o procedimento
sem tratamento quimico com base nos melhores resultados obtidos na otimizacao,
sendo eles: 0,010 g de biomassa seca, propor¢cédo de 7:1 de mistura catalitica e 15
mL de acido sulfarico concentrado, apresentando apenas modificagcbes na
guantidade de mistura catalitica.

Preparo de amostra sem tratamento quimico para Digestdo
Propargiio e - o
Acida Sulfurico
Tubo Biomassa (g/10 mL) | quantidade de 4
cancentrado
MC
Brancol | 000 - 511 2,002g
Branco 2 | @ ------- 711,499 g
1.1 0,012 7:1 1,502 g
2.1 0,011 711 1,504g 15mL
3.1 0,012 71 1,503g
1.2 0,011 7:1 2,018 g
2.2 0,010 711 2009g
3.2 0,011 71 2,004g

Figura 15: Preparo da amostra sem Tratamento Quimico para a etapa de
digestéo

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Apés o aquecimento no bloco digestor com base no range de temperatura,
seguiu-se com a destilacdo seguido da titulacdo dos experimentos. Os resultados
obtidos foram anotados, calculados de acordo com a mesma equacdo padrdo e

expostos em uma tabela para melhor visualizacdo, como mostrado na Figura 16.
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Calculo e conversdo do teor de proteinas totais
Experimento LTI gasto L2CaiT %Mitrogénio | % Proteinas
cloridrico
Branco 1 0,2 mL 0,560 3,500
Branco 2 0,1 mL 0.280 1,750
1.1 2,.5mL 0,610 3,810
2.1 0,4 mL 0,084 0,525
3.1 0,2 mL 0,025 0,159
1.2 0,3 mL 0,025 0,159
2.2 0,9 mL 0,196 1,225
3.2 3,2 mL 0,764 4,770

Figura 16: Célculos e conversao do teor de proteinas
Fonte: Autoria propria, 2019.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 16, fica evidente que
alguns ndo apresentaram uma linearidade no percentual de proteinas totais,
mostrando que os experimentos 1.1 e 3.2 extrapolaram esses valores. Mas se
comparar com o0s valores obtidos pelas amostras branco, seriam estes a serem
considerados, ja que na amostra em branco ha auséncia de biomassa.

Outra consideracao a ser analisada € a quantidade de mistura catalitica, pois
também apresenta influéncia nos resultados. Vemos na Figura 17, a diferenca na
guantidade dessa mistura, apresentando excesso ao fundo do tubo macro de
Kjeldahl durante a etapa de destilacdo. Isso pode ser explicado se voltar na Figura
16, quando se utilizou 2 g de MC resultando em 3,5% de proteinas totais e 1,5 g de
MC no experimento 3.2 resultando em 4,77%, se realizar uma diferenca no
percentual entre o experimento e a amostra, temos 1,27% e 2,06 % de proteinas
totais, respectivamente. Ou seja, quanto menor a quantidade de MC utilizada no
procedimento, melhor sera a reacdo na etapa de destilacdo e consequentemente

melhores resultados em relacdo a quantificacdo de proteinas.
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Figura 17: Amostras com 1,5 g e 2g de mistura catalitica.

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Mesmo apresentando informacdes relevantes a determinacdo de proteinas
pelo método de Kjeldahl, ainda néo foi atingido os percentuais esperados pela
literatura.

Em decorréncia aos resultados obtidos anteriormente, valeu-se de outras
propostas na metodologia para quantificacdo de proteinas totais presentes na
amostra, sendo uma analise em fase liquida obtida da etapa de extracdo, pois
inferiu-se que as proteinas poderiam ter sido extraidas juntamente com os
carboidratos.

De acordo com o Instituto Adolfo Lutz (2005), a metodologia para digestao de
amostras na fase liquida pelo método de Kjeldahl é adicionar 2 mL de amostra
liquida ndo diluida em tubo macro de Kjeldahl, juntamente com 6 mL de &cido
sulfarico concentrado e 2 g de mistura catalitica, ndo citando a proporcédo dessa
mistura. Como ja teve um planejamento experimental desenvolvido na etapa de
digestédo para analisar o efeito da proporcao da mistura catalitica sobre a biomassa,
aplicou-se a proporcao 7:1 tendo como principal fator de escolha o racionamento de
reagentes utilizados. Na Figura 18 apresentada logo abaixo, tém-se os dados sobre
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0 preparo de amostra utilizados na etapa de digestdo de amostra na fase liquida

proveniente da etapa de extracdo de carboidratos.

Preparo de amostra utilizada na etapa de digestdao de amostra
na fase liguida
Amaostra na fase Pmp?rpm £ Acido Sulfurico
Tubo o guantidade de
liguida concentrado
fAC
Branco 2 mL 71 2003 g & mi
1 2 mlL 711897 g & mL
2 2 mlL 71 2001g & mL
3 2 ml 71 1998 g & mil
4 2 mlL 71 2002g & mL
5 2 mlL 71 2002g & mL
B 2 mlL 711897 g & mL
7 2 mL 71 Z2004g & mi
8 2 ml 71 2001g & mil
2 2 mlL 71 2002g & mL

Figura 18: Preparo de amostra utilizada na etapa de digestdo de amostra na fase liquida.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Foram preparados apenas 10 experimentos, contando com o branco, pois ndo
havia espaco suficiente dentro do bloco digestor para dispor os tubos micro de
Kjeldahl, e também por ndo possuir o mesmo rétulo de acido sulfdrico concentrado
utilizado desde o inicio deste trabalho.

Apés o preparo das amostras, os tubos foram alocados no bloco digestor
dando o inicio a etapa de digestdo com o controle de temperatura e o tempo de

aguecimento no equipamento, conforme apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7 - Range de temperatura com controle de tempo no aquecimento

Temperatura (°C) Controle de tempo
50 14h25min
100 14h35min
150 14h50min
175 15h05min
200 15h20min
225 15h35min
275 15h50min
300 16h05min
325 16h20min
350 16h35min

Fonte: Autoria propria, 2019.

Durante o processo de aquecimento, as amostras secaram dentro dos tubos
micro de Kjeldahl, como podemos ver na Figura 19. Tendo como principal
justificativa a insuficiéncia na quantidade de acido sulfurico presente no experimento.
Ja que as amostras ndo chegaram nem no ponto de ebulicdo do mesmo, sendo
finalizado o experimento com 1hl4min na temperatura entre 225 e 275°C, como
pode ser observado na Tabela 8. De acordo com o que € apresentado em diversas

literaturas, o ponto de ebulicdo do acido sulfarico em média é 337°C.
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Figura 19: Aplicagcdo do Método de Kjeldahl na amostra em fase liquida.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Tabela 8 - Range de temperatura com controle de tempo no aquecimento

Temperatura (°C) Controle de tempo
50 14h25min
100 14h35min
150 14h50min
175 15h05min
200 15h20min
225 15h35min
275 15h50min
300 16h05min
325 16h20min
350 16h35min

Fonte: Autoria prépria, 2019.
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Como a digestdo dessas amostras ndo foram bem-sucedidas, modificou-se a
metodologia e aplicou-se novamente para os 10 experimentos. O preparo foi com a
mesma quantidade de amostra e a propor¢cdo e quantidade de mistura catalitica,
apresentando alteracfes apenas na quantidade de &cido sulfarico e na adicdo de
agua destilada, conforme apresentado na Figura 20.

Preparo de amostra utilizada na etapa de digestao de amostra na fase
liquida

Amostra no fase Pmp?rp:ﬂ £ Acido Sulfurico Agua

Tubo o guantidade de _
liguida concentrado destiloda

A

Branco 2 mL 71 1998 g 16 mL 8 mL

1 2 mL 71 199cg 16 mL 8 mL

2 2 mL 71 2006g 16 mL 8 mL

3 2 mL 71 2001g 16 mL 8 mL

4 2 mL 71 2007 g 16 mL 8 mL

5 2 mL 71 2004p 16 mL 8 mL

B 2 mL 71 1998 g 16 mL 8 mL

7 2 mL 71 2005g 16 mL 8 mL

8 2 mL 71 2003 g 16 mL 8 mL

9 2 mL 71 2003 g 16 mL 8 mL

Figura 20: Preparo de amostra utilizada na etapa de digestdo de amostra na fase liquida.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Apés o0 preparo das amostras, deu-se a mesma sequéncia descrita
anteriormente para o aquecimento no bloco digestor, conforme apresentado na
Tabela 9. Os resultados obtidos nessa etapa de digestdo mostraram uma evolucéo
na metodologia, visto que as amostras ndo secaram até a temperatura final proposta
como descrito na Tabela 9. Mas ndo foram totalmente digeridas, pois apresentou
diversas coloracdes, como demonstrado na Figura 21. De acordo com Instituto
Adolfo Lutz (2005), sabe-se que a amostra foi digerida totalmente quando esta é
caracterizada com uma coloracao incolor. Por esse motivo ndo teve como proceder

com as préximas etapas.
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Tabela 9 - Range de temperatura com controle de tempo no aquecimento

Temperatura (°C) Controle de tempo
50 16h20min
100 16h30min
150 16h45min
175 17h00min
200 17h15min
225 17h30min
275 17h45min
300 18h00min
325 18h15min
350 18h30min

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Figura 21: Resultado da aplicacdo do Método de Kjeldahl na amostra em fase liquida.

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Vimos que houveram muitas tentativas para digerir a amostra Spirulina
platensis pelo método de Kjeldahl, e a melhor metodologia foi aplicada para a
amostra sélida. Mas, ndo atendeu o percentual descrito na literatura, tendo como

possivel explicacdo o preparo da amostra para a quantificagéo das andlises.



