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RESUMO

Microalgas sdo micro-organismos fotossintetizantes, podendo o crescimento destas ser
estimulado quando cultivadas mixotroficamente. A adicao de fontes de carbono organico no
meio de cultura pode proporcionar altos valores de concentracgdes celulares. A biomassa das
microalgas sdo reconhecidas por serem substancias bioativas, sendo cada vez mais utilizados
na Biotecnologia. Chlorella vulgaris € uma microalga com variedade de atividades
bioldgicas, no entanto, poucos estudos relatam a aplicacdo de sua biomassa na producéo da
p-galactosidase. Esta enzima é de alto valor industrial utilizada na hidrolise da lactose
presente no leite. Este trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento celular de Chlorella
vulgaris em cultivos autotrofico e mixotréfico suplementados com glicose, lactose e
galactose, bem como avaliar a produgdo de p-galactosidase pela biomassa. C. vulgaris foi
cultivada autotroficamente e em trés condicdes diferentes de cultivos mixotroficos com
suplementacao de 10g/L de lactose, 5g/L de galactose, ou 5g/L de glicose. No final do cultivo,
a biomassa foi utilizada para a determinacédo da atividade S-galactosidase. Os resultados
demostraram que o cultivo autotréfico apresentou uma concentracdo celular maxima de 800
mg/L e o mixotréfico com glicose, um valor de 600 mg/L, sendo o maior valor dentre o0s
cultivos mixotroficos avaliados. No entanto, a atividade da [f-galactosidase de 0,050 U/mL
foi maior na biomassa cultivada na presenca de lactose, indicando ser indutor enzimatico.
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INTRODUCAO

Microalgas sdo reconhecidas por serem ricas em substancias bioativas com aplicagdes
nas induastrias farmacéutica, cosmética e alimenticia (PRADHAN et al., 2012). Dentre as
microalgas, destaca-se a Chlorella vulgaris por ser facilmente cultivada e apresentar biomassa
rica em vitaminas, polissacarideos, proteinas, lipideos e outras substancias de interesse
comercial (MOHAN et al., 2009). Adicionalmente, esses biocompostos podem apresentar
atividades antioxidantes, antibacterianas, anti-inflamatorias e anti-cancer (PLAZA, et al.,
2012).



XI11 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

Poucos dados na literatura relatam sobre a producdo enzimatica a partir de microalgas. A -
galactosidase é enzima de alto valor na industria alimenticia por ser utilizada na hidrolise da
lactose presente no leite aliviando os problemas associados com a intolerancia a lactose (KIM
& RAJAGOPAL, 2000). B-galactosidase encontra-se distribuida entre espécies animais, assim
como em diversos micro-organismos, como bactérias, especialmente as A&cido-laticas
(AKOLKAR, SAJGURE & LELE, 2005).

Para a viabilizacdo comercial dos biocompostos provenientes de microalgas, o cultivo deve
ser de baixo custo e proporcional alta concentracdo celular. Pesquisas tém sido realizadas
utilizando diferentes fontes de carbono organico em cultivo mixotrofico. Miao et al (2016)
relata que C. vulgaris cresce mixotroficamente em residuo doméstico sintético, obtendo altas
concentracdes celulares. Abreu et al (2012) relata que soro de queijo € uma fonte promissora
para cultivo mixtrofico de C. vulgaris. .

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento celular e produgdo de -
galactosidase em cultivos autotréfico e mixotrofico com glicose, lactose ou galactose da
Chlorella vulgaris.

MATERIAL E METODOS
Cultivo da microalga

O cultivo de Chlorella vulgaris foi realizado com o meio de cultura padrdo Bold’s Basal
ou neste acrescentado dos carboidratos lactose (10 g/L), galactose (5 g/L) ou Glicose (5 g/L)
em frascos de Erlenmeyers de 500 mL contendo 200 mL do meio de cultura. Os cultivos, em
duplicatas, foram realizados a 30°C, intensidade luminosa de 72 umol fétons m2 s e aeracéo
constante. No final dos cultivos, a biomassa foi centrifugada a 15000 rpm, durante 10
minutos, a 4°C e, em seguida, liofilizada.

- Preparacao dos extratos

A biomassa seca de Chlorella vulgaris foi ressuspendida em tampéo fosfato de
sodio, 1M, pH 7, na concentracdo de 100 mg/mL. A suspensdo foi sonicada, em banho de
gelo, totalizando 20 pulsos de um minuto, tendo intervalo de um minuto entre cada pulso. Em
seguida, a suspensdo foi centrifugada a 8000 rpm, 4°C por 10 minutos, e o sobrenadante,
denominado de extrato celular foi utilizado para a realizagdo do ensaio de atividade
enzimatica.

- Determinacédo da concentracéo celular

A concentragdo celular foi determinada espectrofotometricamente & 680 nm,
utilizando uma curva de calibracdo cuja densidade 6ptica (DO) foi correlacionada com a
massa seca.

- Atividade enzimatica

O substrato utilizado foi o nitroferol- B -D-galactopiranosideo (ONPG — Sigma Co, USA),
dissolvido em 0,05 M de tampao fosfato de sodio pH 7.0. O ensaio de atividade enzimatica foi
realizado em placa de 96 pocos, no qual 50 pL de substrato foi adicionado a 50 pL do extrato
da microalga, sendo a placa incubada a 37°C por 30 minutos. Apos esse periodo, a reagéo foi
interrompida através da adigdo de 100 pL de carbonato de sodio e lida por espectrofotometria
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a 415 nm. Uma unidade foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
MM de o-nitrofenol por minuto.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados demonstraram que Chlorella vulgaris apresentou crescimento
celular quando cultivada em meio de cultura padréo e suplementados com os carboidratos
glicose, galactose e lactose (Gréafico 1).

Gréfico 1. Concentragéo celular de Chlorella vulgaris em cultivos autotrofico (O) e
mixotroéfico com glicose (O), galactose (A) e lactose (m).
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Pela andlise do gréfico, observa-se que o cultivo autotrofico apresentou 0 maior crescimento
celular, atingindo valores préximos a 800 mg/L, apds 4 dias. Em relacdo aos cultivos
mixotréficos, a adicdo de glicose proporcionou um maior crescimento celular,
apresentandando valores de 600 mg/L em 10 dias. A adicdo de galactose ou lactose
apresentou uma concentracao celular de aproximadamente 400 mg/L em 3 dias.

As atividades enzimaticas de [B-galactosidase intracelular da C. vulgaris cultivada em
diferentes carboidratos estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracéo de atividade enzimatica (U/mL) nos extratos de Chlorella
vulgaris suplementados com diferentes agucares.

Carboidratos GLICOSE GALACTOSE LACTOSE
Atividade enzimatica (U/mL) 0,044 + 0,016 0,043 +0,0212 0,052 + 0,019°

O extrato de C.vulgaris cutivado na presenca de lactose apresentou maior atividade
enzimatica, de 0,050 = 0,001 U/mL, quando comparado aos extratos de C.vulgaris cutivados
na presenca de glicose e galactose. Isso demonstra que a presenca da lactose induz a C.
vulgaris a produzir f-galactosidase.
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As atividades [ -galactosidase obtidas por C. vulgaris sdo menores que as atividades relatadas
por Alazzeh et al., (2009) que, ao avaliarem a influéncia de carboidratos e proteinas na
indugdo de alfa ¢ B-galactosidase em Lactobacillus reuteri, obtiveram atividades de 30 U/mL
com a lactose e de 20 U/mL com a galactose. B-galactosidase é uma enzima essencial ao
funcionamento de bactérias &cido-laticas, como Lactobacillus reuteri, enquanto que a
Chlorella vulgaris ndo necessita dessa enzima para 0 Seu crescimento.

Logo, os resultados encontrados demostram que novas fontes alternativas, e de baixo custo,
podem ser utilizadas para producao 3 -galactosidase visando aplicagdes industriais.

CONCLUSOES
Chlorella vulgaris cresceu na presenca das glicose, galactose e lactose, obtendo maiores
valores de concentracdo celular na presenca de glicose. Por outro lado, a biomassa cultivada
na presenga de lactose obteve a maior produg¢do da B-galactosidase. No entanto, testes
adicionais precisam ser realizados para comprovar a atividade da B-galactosidase produzida
por Chlorella vulgaris.
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