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RESUMO

A biodiversidade de microalgas ainda ¢ um recurso pouco explorado. Sua biomassa ¢ uma rica
fonte de compostos bioativos naturais, como proteinas e lipideos, que podem ser aplicados na
alimentacdo humana e animal; nas industrias cosmética, farmacologica e quimica fina; no
tratamento de aguas residuais e na biorremediagdo de compostos nocivos. As microalgas do
género Chlorococcum, por sua vez, sdo consideradas fontes promissoras de macromoléculas,
contudo, seu potencial como fonte de proteinas ainda ¢ pouco investigado. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi extrair, isolar e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
enzimaticas de proteases presentes na biomassa da microalga Chlorococcum infusionum
produzida em fotobiorreator. Para isso, a microalga foi inicialmente cultivada em meio Bold’s
Basal Medium (BBM) em sistema autotrofico do tipo fotobiorreator fechado de placa plana. A
biomassa resultante foi caracterizacao e utilizada na preparagdo de extratos aquosos por meio
da combinacao de métodos de lise (EBCi). O cultivo da microalga apresentou um rendimento
médio de biomassa fresca de 2,35 + 0,03 g. L'! apds o 12° dia de cultivo e apresentou uma
composi¢ao rica em lipideos (37,82%) e proteinas (27,32%). Para o isolamento das proteases,
EBCi foi submetido as etapas de purificagdo em etapas subsequentes de cromatografia do tipo
gel filtragdao, em coluna Sephadex G-100, e troca i6nica em coluna DEAE-Sepharose™ Fast
Flow, em que o pico majoritario obtido (denominado FPCiT-P3) foi submetido a ensaios de
atividade proteolitica frente a um substrato inespecifico (azocaseina) e por meio de
zimogramas. Foram realizados ensaios de determinacdo de parametros 6timos e ensaios de
estabilidade frente a variagdes de temperatura e pH e avaliacao da estabilidade da estrutura por
meio da espectroscopia de dicroismo circular. A FPCiT-P3 apresentou um pH o6timo de
atividade em torno de 7,0-9,0 e temperatura 6tima de 50 °C, sendo inibida parcialmente por
PMSF e EDTA. A fragdo apresentou baixa estabilidade em pHs acidos e em temperaturas acima
de 60 °C, ap6s incubacdo por 30 min. O espectro de dicroismo circular de FPCiT-P3 indicou

uma predominancia de estrutura em folhas-f3.

Palavras-chave: enzimas; bioprospec¢ao; microalgas.



ABSTRACT

The biodiversity of microalgae remains a relatively underexplored resource. Its biomass
represents a rich source of natural bioactive compounds, such as proteins and lipids, which hold
potential applications in human and animal nutrition, as well as in the cosmetic, pharmaceutical,
and fine chemical industries. Moreover, they exhibit promise in wastewater treatment and the
bioremediation of harmful compounds. Specifically, microalgae belonging to the
Chlorococcum genus are considered promising sources of macromolecules; however, their
potential as protein sources remains inadequately investigated. In this context, the objective of
this study was to extract, isolate, and evaluate the physicochemical and enzymatic
characteristics of proteases present in the biomass of Chlorococcum infusionum microalgae
produced in a photobioreactor. To achieve this, the microalgae were initially cultivated in Bold's
Basal Medium (BBM) in an autotrophic closed-flat plate photobioreactor system. The resulting
biomass was characterized and utilized in the preparation of aqueous extracts through a
combination of lysis methods (EBCi). The microalgae cultivation yielded an average fresh
biomass of 2.35 + 0.03 g.L'! after the 12th day of cultivation, with a composition rich in lipids
(37.82%) and proteins (27.32%). For the isolation of proteases, EBCi underwent purification
steps involving subsequent gel filtration chromatography using a Sephadex G-100 column and
ion exchange chromatography using a DEAE-Sepharose™ Fast Flow column. The predominant
peak obtained (designated as FPCiT-P3) was subjected to proteolytic activity assays against a
nonspecific substrate (azocasein) and through zymograms. Optimal parameter determination
assays, stability assays against temperature and pH variations, and structural stability evaluation
through circular dichroism spectroscopy were conducted. FPCiT-P3 exhibited an optimum pH
for activity around 7.0-9.0 and an optimum temperature of 50°C, being partially inhibited by
PMSF and EDTA. The fraction showed low stability at acidic pHs and temperatures above 60°C
after a 30-minute incubation. The circular dichroism spectrum of FPCiT-P3 indicated a

predominance of B-sheet structure.

Keywords: enzymes; bioprospecting; microalgae.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Algas: aspectos gerais

Algas sdo um grupo heterogéneo de seres vivos de complexa taxonomia
(MAKKAR et al., 2016), sendo, de modo geral, definidos como organismos fotossintéticos,
unicelulares ou pluricelulares, que possuem fungdes bioldgicas e ecoldgicas semelhantes as
plantas, mas diferem dessas na sua bioquimica e por nao possuirem estruturas especializadas
como raizes, folhas, flores e tecidos sofisticados para transporte de 4gua, agiicares e nutrientes
(KAISER et al., 2011; STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011).

O termo ““alga” ndo possui valor taxondmico, uma vez que designa organismos
muito distintos entre si, quanto a sua organizagdo, origem, composi¢ao quimica e morfologia,
e que possuem representantes em dois dos trés dominios da vida, Eubacteria e Eukarya, estando
as mais de 10.000 espécies distribuidas nos reinos Bacteria, Plantae, Chromista e Protozoa
(GUIRY, 2012, 2014; LOURENCO, 2006; REVIERS, 2002; STENGEL, CONNAN;
POPPER, 2011).

Quando se trata de organismos ubiquos, as algas geralmente sdo encontradas em
ecossistemas aquaticos, tanto de agua doce quanto salgada, onde diversas espécies ocupam
habitats especificos de forma individual. Além disso, podem se encontrar fixadas ao substrato,
como as plantas, ou podem ser méveis como animais, podem estar suspensas na 4gua ou mesmo
simbioticamente associadas a outros organismos, como aos fungos, formando os liquens.
(ANDERSEN, 1992; ENZING et al., 2014). Podem ser, ainda, encontradas em ambientes de
extremas temperaturas, como as que vivem em neve, desertos e fontes termais (ANDERSEN,
2013; EL GAMAL, 2010; EVERT; EICHHORN, 2013; GUIRY, 2014; LEE, 2008;
LOURENCO, 20006).

As algas, em todos esses ecossistemas, demonstram grande importancia ecoldgica,
ndo somente pela producdo de oxigénio para os outros organismos aquaticos, mas porque
também atuam como produtores primarios na cadeia alimentar, produzindo matéria organica a
partir de luz solar, dioxido de carbono e dgua, e contribuindo grandemente para o balango global
da fotossintese, além de serem capazes de remover poluentes de efluentes agricolas e de esgoto
(BOLD; WYNNE, 1985; GRAHAM; GRAHAM; WILCOX, 2009; LEE, 2008; LOURENCO,
2006; SAMARAKOON; JEON, 2012; TAYLOR; TAYLOR; KRINGS, 2009).

A classificacao das algas ¢ extremamente complexa e até mesmo confusa, dado que



16

estd em constante transformacgao e evolugdo (REVIERS, 2002). Portanto, faz-se uma divisao
didatica em microalgas e macroalgas (Figura 1), baseada na variedade de tamanho dos
organismos, que podem medir desde 0,2 - 2 um de diametro, os fitoplanctons, até 30 - 80 m,
como os gigantes kelps, os quais dao origem a grandes florestas de algas do género Laminaria
(BARSANTI; GUALTIERI 2014; EVERT; EICHHORN, 2013; MAKKAR et al., 2016; EL
ZOKM et al., 2021).

Figura 1 - Divisdo entre macro e microalgas. a) Ulva lactuca; b) Micrografias de

Chlorella vulgaris; ¢) Laminaria pallida, os gigantes kelps.

~Shalgaesase

L a o We L
Fonte: Adaptado de AlgaeBase.

1.2 Microalgas

As microalgas constituem um grupo polifilético de microrganismos
fotoautotroficos unicelulares e se espalham em filos distintos (HAMIDI et al., 2020; BURKI et
al., 2020). Sao subdivididas em duas categorias: microalgas procaridticas e eucarioticas. As

microalgas procaridticas incluem cianobactérias e proclorofitas (GARCIA et al., 2017). As
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eucarioticas contém varias divisdes, incluindo Chlorophyta, Rhodophyta, Cryptophyta,
Ochrophyta, Myzozoa, Haptophyta e Euglenozoa (HARPER et al., 2012; MATSUNAGA et
al., 2005; PATRAS et al., 2019). Elas podem ser caracterizadas, ainda, de acordo com a sua
pigmentacdo, ciclo de vida e componentes da parede celular (RICHMOND, 2013;
TOMASELLI, 2004).

As microalgas sdo microrganismos promissores € um importante recurso ecologico
e econdmico (BARSANTI; GUALTIERI, 2010). O aumento da exploragdo destes organismos
para a obtengdo de novos produtos coincide com os inumeros beneficios que estes podem
proporcionar (HU et al., 2008). Eles podem crescer em agua doce ou marinha, ndo competem
com terras araveis, multiplicam-se rapidamente e podem acumular grandes quantidades de
componentes valiosos (pigmentos, dcidos graxos poliinsaturados, proteinas, lipidios e
carboidratos) em um curto periodo (SAFI et al, 2017). Por conta disso, estes organismos tém
ganhado importancia como componente integral dos ecossistemas marinhos e, também, cada
vez mais importancia econdomica (DENNY; GAINES, 2007; YASUHARA-BELL et al.,2010).

No cenério de negocios, o mercado global de microalgas, atualmente estimado em
USS$ 1 bilhdo no ano de 2022, devera atingir um tamanho revisado de US$ 1,6 bilhao até 2030,
crescendo a um CAGR de 5,7% durante o periodo de analise 2022-2030. Isso se deve a
crescente conscientizagdo sobre os valiosos compostos funcionais possuidos pelas microalgas
e os beneficios que eles podem fornecer em termos de sustentabilidade em comparagdo com os
métodos atuais de producao de alimentos ou energia (MARKETS, 2021).

Em 2018, a Organizacao das Na¢des Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO)
registrou 87 toneladas de cultivo de microalgas em 11 paises, sendo 86,6 toneladas apenas da
China. Os dados ndo incluem informagdes de outros paises produtores, como Australia,
Republica Tcheca, Franga, Islandia, India, Israel, Italia, Japao, Malasia, Mianmar e Estados
Unidos da América (FAO, 2020). Num estudo recente, a Unido Europeia apresentou 23 paises
mapeados com 447 produtores de algas e Spirulina. As principais regides produtoras de
microalgas foram Alemanha, Espanha e Italia (ARAUJO et al., 2021).

No cenario nacional, a producdo de microalgas vem crescendo e conta com a
participagdo de empresas de energia, startups e projetos-piloto (VALENTI et al., 2021). O
Brasil possui uma tendéncia natural para expandir o cultivo de microalgas devido ao seu custo
representativo e condi¢des climaticas adequadas, juntamente com a enorme disponibilidade de

fontes de 4gua doce e salgada (ANDRADE et al., 2020; BRASIL et al., 2017). No entanto, esse
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modelo de producdo precisa ser aperfeigoado, pois representa uma fonte notavel de

oportunidades cientificas, tecnologicas e, portanto, sociais (OLIVEIRA; BRAGOTTO, 2022).

1.3 Cultivo das microalgas em fotobiorreatores

O cultivo fotoautotrofico ¢ o modo de producdo mais comumente usado e, no
momento, a estratégia mais tecnicamente viavel para a obtengcdo de biomassa microalgal em
larga escala (GOUVEIA; OLIVEIRA, 2009; LAM; LEE; MOHAMED, 2012). Métodos de
cultivo que recorrem ao crescimento mixotrofico, heterotrofico ou fotoheterotréfico também
podem ser utilizados, a depender do produto desejado, das espécies disponiveis e do custo mais
elevado (ASSUNCAO; MALCATA, 2020).

As tecnologias atualmente utilizadas para o cultivo de microalgas fotoautotroficas
sdo categorizadas em: sistemas abertos, sistemas fechados e sistemas hibridos (SIROHI et al.,
2022). No cultivo em sistema aberto, 0 meio fica exposto ao ar atmosférico e as intempéries
climaticas, enquanto no cultivo em sistema fechado nao ha contato direto com o meio externo
(AISHVARYA et al., 2015). Em paralelo, os sistemas hibridos sdo projetados principalmente
para reunir os pontos fortes dos sistemas abertos e fechados, visando o aumento da eficiéncia
durante o processo e a redugdo do custo capital (ASSUNCAO; MALCATA, 2020;
BELOHLAV et al., 2021; NARALA et al., 2016; XIONG et al., 2021).

Tabela 1. Comparacdo de sistemas de cultivo de microalgas abertos, fechados e hibridos.

Critério Sistema Referéncia
Aberto Fechado Hibrido

Espago Alto Moderado Moderado (CHISTI, 2007)
requerido
Razéo 20 -200m™ 5-10m’ 7 - 50m’! (CAMPO et al., 2007,
area/volume MATA et al., 2010)
Manutengao Facil Dificil Moderado (UGWU et al., 2008)
Periodo para 6 - 8 semanas 2 - 4 semanas 1 - 2 semanas (PULZ, 2001)
atingir a
produc¢do

liquida
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Concentragdo 0,1-0,2g/L 2-8g/L 2-8gL (PULZ, 2001)
de biomassa
Qualidade da Inconsistente Consistente Consistente (PULZ, 2001)
biomassa
Risco de Alto Baixo Moderado (CAMPO er Zal-a 2007;
contaminagao PULZ, 2001)
Método de Batelada / Semi- Batelada / Batelada / (C[?AM}/)&O et?l.,22001007 :
cultivo continuo Continuo Continuo/Semi-  VATA ¢ @-2010)
continuo
Custo capital & - 55 USD/m? 685 - 2065 11 -30 USD/m?® (DELRUEetal.,2012;
USD/m? MATA et al., 2010)
Consumo de ~3,7 W/m? 53-2500 W/m? ~52 W/m3 (DEPRA et al., 2019;
. JORQUERA et al.,
energia 2010)
Variabilidade Limitada Alta variabilidade Alta (MATA et al.,2010;
de espécies variabilidade PULZ, 2001)
Perdas por Alta Baixa Moderada (MATA et c;l(.),o 21010;
evaporagao PULZ, 2001)
de 4gua
Perdas de Alta Baixa Moderada (MATAetal.,2010;
CO; PULZ, 2001)

Fonte: Adaptado de Khor ef a/ (2022).

Cultivos abertos sdo os mais utilizados para obtencao de biomassa microalgal, pois
sdo mais baratos, necessitam de baixa manutenc¢do e sdo bastante durdveis. Além disso, por
normalmente possuirem maior area estes possibilitam uma maior capacidade produtiva do que
os sistemas fechados, sendo os dispositivos mais usados em nivel industrial, representando 90%
da produgao anual de microalgas (PLACZEK; PATYNA; WITCZAK, 2017). Alguns exemplos
dos sistemas mais comumente usados desse tipo sdo lagoas abertas, como lagoas circulares e
raceway ponds (ASSUNCAQO; MALCATA, 2020).

Apesar de mais rentavel, esse tipo de cultivo apresenta desvantagens, como o risco
de contaminagdo com espécies indesejadas, podendo descaracterizar ou inviabilizar todo o
cultivo (AISHVARYA et al., 2015; ZITELLI et al, 2013). Por ser muito exposto ao contato
com meio externo, mudangas climaticas também podem vir a afetar diversos parametros desse
tipo de pH,
concentragdo/contagem de células (AISHVARYA et al., 2015).

sistema, como: variagdo da temperatura, salinidade do meio e
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Em contrapartida, sistemas de cultivo fechados - os chamados biorreatores - tém
sido desenvolvidos para atender a crescente demanda e interesse por microalgas (ASSUNCAO;
MALCATA, 2020). Nesse tipo de sistema ¢ possivel um maior controle dos parametros e
condi¢des de cultivo, fazendo com que esses dispositivos sejam mais frequentemente utilizados
na obtencao de produtos de alto valor (ERBLAND et al., 2020; WANG et al., 2012), superando
as principais desvantagens dos sistemas abertos: baixas taxas de transferéncia de massa, alta
evaporacdo de agua, dificil garantia de condigdes estaveis de cultura e alta susceptibilidade a
contaminagdo, além da exigéncia de extensa superficie de terreno para instalagdo (MATA;
MARTINS; CAETANO, 2010; BRENNAN; OWENDE, 2010; CARVALHO; MEIRELES;
MALCATA, 2006; ASSUNCAO; MALCATA, 2020).

Os sistemas fechados cujos quais permitem a entrada de luz sdo chamados de
cultivos fotoautotréficos, em que se utilizam fotobiorreatores (PBRs) para a produgdao de
biomassa microalgal, em escala piloto ou maior, tanto em laboratério quanto ao ar livre
(ZITELLI et al, 2013; POSTEN, 2009; HUANG et al, 2017). Alguns dos exemplos mais
comuns, sdo: Painel plano (TREDICI; ZITELLI, 1998; RICHMOND; CHENG-WU, 2001;
RICHMOND; CHENG-WU, 2003), Tubular (horizontal) (ZITELLI et al, 2013; TREDICI,
ZITELLI, 1998; SLEGERS et al, 2013; MOLINA-GRIMA et al, 2001) e tipo Coluna
(SANCHEZ-MIRON, 2004; ANJOS et al, 2013), que se subdivide em: coluna agitada e colunas
aeradas (de bolhas ou airlift) (ASSUNCAO; MALCATA, 2020). A Figura 2 ilustra os tipos de

PBRs citados anteriormente.

Figura 2. Sistemas de cultivo de microalgas em fotobiorreator (PBR). (a) reator tipo painel de

placas planas; (b) reator tipo coluna; (c) reator tipo coluna aerada; (d) reator tipo tubular.

FOTOBIORREATORES

4) Placa Plana b} Reator de Coluna ¢} Coluna Aerada dj Reator tubular
B % Colheita i.; —
.I. n vV {:E
= - b |
L ( )

Meio fresco da coluna
de desgaseificacio

Fonte: Hallmann (2015); Suparmaniam et al. (2019); Zerrouki e Henni (2019). Adaptado de Khor ef al (2022).
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E sabido que PBRs fechados permitem um melhor controle dos parimetros de
crescimento em termos de nutrientes, temperatura, pH e iluminagdo (CHANG et al, 2017).
Esses sistemas sao projetados para distribuir a luz de modo uniforme sobre uma grande area de
superficie, minimizando assim a fotoinibi¢ao e a fotooxidagdo (GUPTA; LEE; CHOI, 2015;
SCHENK et al, 2008).

Um PBR fechado ¢ capaz de atender a todas as necessidades da microalga,
mantendo o controle de diversos pardmetros (SATHINATHAN et al, 2023). Por conta disso,
tornam-se uma excelente opcao para producao de compostos utilizados em produtos especiais,
como ingredientes de formulacdes cosméticas e farmacéuticas, procurados sob especificacoes
mais rigidas no mercado (ASSUNCAO; MALCATA, 2020).

No entanto, uma desvantagem dos PBRs ¢ o seu alto custo de construcio e de
operagao (HASHEMI et al, 2020). O cultivo de microalgas nesses dispositivos ¢ caro porque ¢
realizado em um sistema especifico e complexo, em contrapartida, garantindo a manutencao
das células microalgais em altas taxas de produtividade de biomassa e de compostos bioativos
(DASAN et al. 2020), e a ampla gama de aplicagdes de microalgas e compostos obtidos a partir
de sua biomassa levou ao avango das tecnologias de cultivo (KHOR et al, 2022) e design de
PBRs.

Sao muitos os fatores essenciais e criticos no projeto de um PBR para alcangar altos
rendimentos de microalgas, pois a producdo de biomassa € o acumulo de metabdlitos de
interesse dependem fortemente de como as fontes de luz e carbono (ou seja, COz) sdo
disponibilizadas nesses dispositivos (ASSUNCAO; MALCATA, 2020). Os esfor¢os para obter
designs eficientes de PBR para exploracdo comercial se voltam para a otimiza¢do do
fornecimento de luz ou CO; e, também, para o seu desenho geométrico em termos de: relagao
superficie-volume, hidrodinamica, fornecimento de nutrientes, controle de contaminagao,
cinética de crescimento, entre outros (ASSUNCAO; MALCATA, 2020; CARVALHO;
MEIRELES; MALCATA, 2006; HUANG et al, 2017) sao levados em consideragdo. O design
de um PBR e os métodos dedicados de operagdo sdo determinados pelas caracteristicas da
microalga selecionada para producao e dos compostos bioativos alvo (CARVALHO;
MEIRELES; MALCATA, 2006). Além disso, tanto a quantidade quanto a qualidade da
biomassa e o produto final devem ser colocados em perspectiva para a selegdo final da melhor

configuragdo de PBR (CHANG et al, 2017).
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1.4 Aplicacdes biotecnologicas das microalgas

As microalgas possuem vasta diversidade e sdo organismos considerados potenciais
recursos prospectaveis, uma vez que sao ricos em compostos bioativos e, por isso, adequados
para compor processos € produtos industriais, como formulagdes bioativas, alimentos
funcionais e outros produtos de valor agregado (ANSILAGO, 2021; BANU et al., 2020;
FEHLING et al., 2007; STERN et al., 2010). Suas células contém uma gama de compostos
bioativos e metabolitos secundarios (ABU-GOSH ef al, 2021). Esses metabolitos sao
biossintetizados por diferentes vias dentro das células, e sua produgdo e acimulo sdo afetados
por muitos fatores, como condi¢gdes ambientais biodticas e abidticas (ANDRADE et al., 2021).

Apesar desse potencial, segundo Richmond (2004), apenas 30.000 espécies de
microalgas foram estudadas, mas o que se sabe até aqui ja € suficiente para que estes organismos
e sua biomassa sejam utilizados em diversos setores da industria. Atualmente, as microalgas ja
sdo cultivadas comercialmente para produzir produtos nutracéuticos, farmacéuticos,
cosméticos, lubrificantes, ragdes para incubadoras de aquicultura, na agricultura e em muitas

outras aplicagdes na vida (LEVASSEUR et al., 2020) (Figura 3).

Figura 3. Esquema das possibilidades de aplicagdes das microalgas.
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Fonte: (PRTYADARSHANI; RATH, 2012; RIZWAN et al., 2018; SIROHI et al., 2022; SPOLAORE et al.,  2006).
Adaptado de Khor et al (2022).

A utilizagao consolidada das microalgas ocorre principalmente devido ao seu rico

conteudo bioquimico, que ¢ considerado um recurso bioldgico valioso a ser explorado. Além
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disso, elas ganharam atengdo significativa devido a sua facilidade de crescimento e sua
composicao bioquimica inerente composta por lipidios, carboidratos, proteinas e compostos
bioativos que podem ser explorados para varios produtos de valor agregado, de acordo com
Banu et al. (2020). Também ¢ valido destacar que os compostos de microalgas possuem alto
valor agregado e podem também ser usados como matéria-prima verde para muitos produtos
importantes (TANG et al., 2020).

Diversos estudos tém destacado a importancia desses organismos na promog¢ao da
saude e prevencdo de doencas, principalmente devido aos compostos bioativos com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas encontrados em algumas
espécies (UDAYAN; ARUMUGAM; PANDEY, 2017; SANTGAKUMARAN; AYYAPPAN;
RAY, 2020; CHEN et al., 2020; DENG et al., 2021; MUNIR et al., 2021).

Por apresentarem muitos beneficios, os metabdlitos secundarios de microalgas
podem ser utilizados em diversas aplicagcdes. A Food and Drug Administration dos Estados
Unidos (FDA) aprovou espécies de microalgas alimentares como “Generally Regarded As
Safe” (GRAS) (OLIVEIRA; BRAGOTTO, 2022), que as rotula como seguras para utilizacao
em composi¢oes alimenticias, cosmecéuticas e farmacéuticas. Por conta disso, a biomassa de
algumas espécies pdde ser aplicada em formulagdes nas industrias farmacéutica, cosmética e
alimentar (MICHALAK et al., 2020; CARRASCO-REINADO et al., 2019; LEVINE,;
FLEURENCE, 2018).

A diversidade existente de espécies de microalgas permite a produgao de diferentes
tipos de produtos e aplicagdes. Como uma fonte alternativa promissora de novas substancias
bioativas, as microalgas receberam grande atengdo de pesquisadores e se desenvolveram nas
industrias de alimentos, aquicultura, biocombustiveis, nutracéuticos e cosméticos (PATRAS et
al., 2019; RICCIO; LAURITANO, 2020). Alguns dos exemplos de utilizacdo da biomassa
microalgal sdo a sua comercializagdo como suplemento, ingrediente ou aditivo alimentar e
nutracéutico (URIBE-WANDURRAGA et al,, 2021), frequentemente utilizado em
formulagdes de bebidas, paes e massas (NICCOLALI et al., 2020; VERVERIS et al., 2020)
(Figura 4). Um exemplo disso, ¢ a utilizacdo do 4cido docosahexaendico (DHA) em
formulagdes de sucos, leite e outras bebidas, especialmente para bebés lactentes e criancas

(ARAUJO; PETEIRO, 2021; SINGH et al., 2020; CERON-GARCIA et al., 2018).
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Figura 4. Produtos alimentares a base de algas e microalgas.
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Fonte: Adaptado de Oliveira e Bragotto (2022).

Nesse contexto, o género Chlorella ¢ um dos mais reconhecidos por abranger
espécies de microalgas verdes amplamente utilizadas para suplementacdo e nutricdo humana e
animal (SATHASIVAM et al., 2019). Segundo Boukid e Castellari (2021), entre os anos de
2015 € 2019, aproximadamente 13.090 novos produtos alimenticios contendo algas/microalgas
e/ou componentes derivados foram registrados, sendo 79% em alimentos e 21% em bebidas.

As microalgas também exercem papel fundamental em outros segmentos da
industria, como o de biocombustiveis. Elas compdem a chamada “3* geracdo de
biocombustiveis” (MARTIN; GROSSMANN, 2012), um tipo de combustivel cuja matéria-
prima provém de uma fonte biologica e pode aliviar os problemas alimentares e de uso da terra
associados aos biodiesel de 1% e 2% geracdo (MAHLIA et al, 2020), que utilizam como matéria-
prima, respectivamente, culturas alimentares (como cana-de-agucar) e residuos agricolas e
alimentares, mas que atua, principalmente, como alternativa aos combustiveis fosseis, que
atualmente representam aproximadamente 80% da demanda total mundial de energia primaria
(AHMAD; ZHANG, 2020; ISAAC et al., 2022).

Os biocombustiveis ajudam a reduzir as emissdes de carbono, tendo um impacto
positivo no meio ambiente (SANTOS, 2020), colocando em prética os objetivos do Acordo de
Paris, que visa “manter a temperatura média global bem abaixo de 2 °C acima dos niveis pré-
industriais” (SOVACOOL et al., 2021). Por sua vez, os biocombustiveis de 3 geracdo

apresentam a vantagem de produzir maiores rendimentos por area (m?) do que as culturas
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tradicionais (HOSSAIN et al, 2020), contribuindo significativamente para a redu¢do da emissao
de gases do efeito estufa e para o desenvolvimento simultaneo de um suprimento inesgotavel
de matéria-prima para biocombustiveis (DE MENDONCA et al., 2022; MOSHOQOD et al.,
2021).

As microalgas tém o potencial de sequestrar até¢ 90% de CO2 quando cultivadas em
condig¢des de cultivo fechado, e entre 25% e 50% quando cultivadas em raceway ponds (PAUL
et al., 2021), e esse potencial influencia diretamente na produgao de lipidios na biomassa
microalgal. Os 4cidos graxos presentes na biomassa sdo decompostos para produzir
triglicerideos (TGA), colesterol e lipidios (MIMOUNI et al., 2018). Devido a capacidade das
microalgas de armazenar uma quantidade significativa de lipidios mesmo quando expostas a
condi¢gdes ambientais adversas, o processo de transesterificacdo pode ser utilizado de forma
eficaz na produgao de biodiesel (DEVI; PARTHIBAN, 2020). Como consequéncia disso, o
lipidio € um dos compostos bioldgicos mais importantes necessarios para a producao de
biodiesel (ADEKUNLE et al., 2020; ARAGONES et al., 2022).

Os parametros de cultivo, como composi¢do das dguas residuais, concentragdo de
CO», temperatura e taxa de aeragdo tém efeito na produgdo de lipidios das microalgas (ALI et
al., 2022). Sendo assim, a utilizagao de residuos, advindos das estagdes de tratamento de agua,
no cultivo de microalgas pode vir a aumentar a quantidade de recursos que sdo “reciclados” de
forma eficiente (VADIVELOO et al., 2021), tornando o tratamento de aguas residuais e a
producao sustentavel de combustiveis demandas combinadas (AFIFY; SHALABY; SHANAB,

2010). A figura 5 ilustra esse processo.

Figura 5. Tratamento de aguas residuais e producdo de biocombustivel como demandas

combinadas.
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Fonte: Adaptado de Ali et al. (2022).
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Outra caracteristica atrativa das microalgas, ¢ que algumas espécies tém capacidade
de remover matéria organica e nutrientes de efluentes de aguas residuais (SHAHID et a/, 2020).
Estudos, como o realizado por Lu ef al (2024) demonstrou que estes organismos também sio
capazes de absorver e reduzir o teor de poluentes, como fosforo e amonia, em aguas residuais.
Estudos apontam que espécies cultivadas em 4guas residuais possuem altas taxas de fixacao de
carbono (1,83 Kg CO,/ Kg de biomassa) e rendimentos de produgdo de 40 a 50% superiores
aos das culturas terrestre, com taxas de utilizagdo de nutrientes proximas a 100% (SHAHID et
al,2020). De acordo com Sial et al (2020), culturas mistas de microalgas e bactérias apresentam
efeito sinérgico e obtém bons rendimentos de producdo de biomassa e absor¢ao de nutrientes.

Devido a essa capacidade de remocao de nutrientes, adsor¢ao e natureza renovavel
e sustentdvel, as microalgas apresentam uma vantajosa relagdo custo-beneficio para
biorremediacdo, uma vez que ¢ capaz de suportar condi¢des adversas, formar relagdes
simbidticas com outros microrganismos dentro de um consorcio, adaptar-se a diferentes

ambientes e ser utilizada em escala industrial (OKEKE et al., 2022).

1.5 Microalgas como fonte para prospecciao de biomoléculas

As microalgas podem produzir uma ampla gama de compostos bioativos de alto
valor agregado, como vitaminas, carotendides, esterois, proteinas, lipidios, polissacarideos e
alguns outros bioprodutos (OKEKE et al, 2022), e com o desenvolvimento da biotecnologia, o
isolamento e identificacdo de componentes de microalgas e sua pesquisa e desenvolvimento
tém sido profundamente pesquisados (ZHOU et al, 2022).

A composicdo bioquimica das microalgas, no entanto, varia de acordo com a
espécie. Por exemplo: Arthrospira platensis ¢ conhecida por conter maior teor de proteinas,
enquanto microalgas do género Chlorella apresentam baixo teor de fibras (CANELLI et al.,
2020; URIBE-WANDURRAGA et al., 2020). Nannochloropsis oceanica ¢ uma boa fonte de
vitamina D (LJUBIC et al, 2020), enquanto Dunaliella salina acumula vitamina C em
quantidades consideraveis (OKEKE et al, 2020) e B-caroteno (MEHARIY A ef al, 2021).

Os compostos bioativos oriundos de microalgas possuem diversas atividades
biologicas comprovadas e, portanto, podem ser utilizados em aplicacdes biomédicas,
farmacéuticas, cosmecéuticas e nutracéuticas (RIZWAN et al, 2018), enquanto agentes

antioxidante, antiinflamatério, antimicrobiano e anticancerigeno (AMBATI et al., 2019;
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ARCHER et al., 2021). Os lipidios sdo o composto extraido de microalgas mais estudado, com
maior potencial para aumento de escala de processo e comercializagio (MALTSEV;
MALTSEVA, 2021) e incluem ceras, esterois, hidrocarbonetos de cadeia curta e longa,
pigmentos e acidos graxos (ZHOU et al, 2022). Os acidos graxos incluem os poliinsaturados
(PUFAs), como o acido linoleico (C18:2 ou 6mega-6), ¢ o acido linolénico (C18:3 ou d6mega-
3), que ocupam de 20 a 60% da composigao lipidica total (LIANG et al., 2019) e desempenham
papel vital na regula¢do do metabolismo humano (SHARMA et al., 2020).

Outra classe de compostos bioativos de microalgas com potencial aplicacao sao os
pigmentos (ZITTELLI et al., 2023). Eles desempenham um papel importante na fotossintese e
sao divididos em trés grupos principais: clorofilas, carotenoides e ficocianinas (SILVA et al.,
2020). A alta diversidade estrutural desses pigmentos faz com que seu potencial de aplica¢dao
seja vasto (LEE et al., 2021) nas industrias farmacéutica e cosmética devido as suas atividades
biologicas e cores intensificadas (PATEL et al., 2022; CHEIRSILP et al, 2023).

Quanto aos outros componentes da biomassa microalgal, normalmente ha um alto
teor de carboidratos (50% do seu peso seco) e eles estdo nas formas de celulose, amido e
polissacarideos (CHEIRSILP et al., 2023). Entre essas formas, o amido de microalgas ¢
geralmente aplicado como matéria-prima para a produgdo de bioenergia, como bioetanol,
biogas e bio hidrogénio, enquanto os polissacarideos podem ser aplicados como ingredientes
funcionais, aditivos para cosméticos e agentes farmacéuticos naturais. Eles também tém
capacidade de melhorar o sistema imunoldgico e as respostas inflamatérias (CHEW et al.,
2017).

As microalgas também sdo uma rica fonte de outros compostos bioativos de
interesse medicinal, como proteinas, vitaminas, entre outros. Alguns exemplos de vitaminas
encontradas em microalgas, sdo: vitamina A (retindides e caroteno), Bl (tiamina), B2
(riboflavina), B3 (niacina), B6 (piridoxina), B7 (biotina), B9 (4cido félico), B12 (cobalamina),
C (ascorbico acido) e E (alfa-tocoferol) (PISTELLI et al, 2021; DE SOUZA et al, 2018).

1.5.1 Proteinas de Microalgas

As microalgas sdao uma fonte de proteina sustentdvel, atraente e promissora em
comparagao as atuais fontes vegetais e animais (CANELLI et al., 2020). A busca intensificada
dos consumidores por alimentos ricos em proteinas, que tém aumentado consistentemente

devido a explosdo populacional nos ultimos anos. Com a populagdo global projetada para
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atingir 9,6 mil milhdes até 2050 (WU et al., 2014), estima-se que a procura de alimentos devera
aumentar 73%, para 455 milhdes de toneladas (KELL, 2022).

Por terem capacidade de crescimento rapido e eficiente (HAMIDI et al., 2019), boa
adaptacdo ecoldgica (KUMAR et al., 2022) e capacidade de prosperar em aguas residuais com
elevadas concentragdes de nitrogénio, fésforo e outros contaminantes (AMARAL et al., 2023),
as microalgas ganham destaque e surgem como fonte alternativa para obten¢ao de proteinas
para utilizacdo em alimentos e exploragao comercial.

De acordo com Janssen et al (2022), o teor de proteina na biomassa de microalgas
varia de 30 a 80% da massa total, a depender do género e espécie. O teor total de proteinas de
algumas espécies, como Arthrospira sp, ja consolidada enquanto fonte de proteina sustentavel
(MORELLLI, 2023), pode ultrapassar 50% do peso seco (AMORIM et al, 2020) e, geralmente,
apresenta um perfil equilibrado de aminoacidos (CHRONAKIS e MADSEN, 2011).

Em termos de beneficios para a saude, essas proteinas sdo ricas em peptideos
bioativos, que tém uma variedade de impactos quando consumidos (ARAUJO et al, 2021) e
apresentam diversas propriedades bioativas, tais como antioxidantes, imunomoduladoras,
anticancerigenas e cardioprotetoras (EJIKE et al., 2017; SATHYA et al., 2021; SKJANES et
al., 2021). No entanto, mesmo apresentando caracteristicas nutricionais e funcionais
equivalentes as proteinas convencionais, a biomassa de microalgas ainda ndo foi totalmente
explorada nesse sentido. A luz da literatura, em comparagdo com a prospecgio e aplicagdo de
outros compostos microalgais, nota-se que ainda ha poucos trabalhos envolvendo proteinas de

microalgas, demonstrando que esse ¢ um setor com potencial a ser explorado.

1.6 Proteases: consideracio gerais e presenca nas microalgas

As proteases ou peptidases (EC 3.4) constituem um amplo grupo de enzimas que
catalisam a clivagem da ligagdo peptidica em proteinas e peptideos (ZHU; WU; WANG, 2011),
e podem ser encontradas em diversos organismos. Elas sdo agrupadas em trés classes (Figura
6), com base na fonte onde sdo obtidas, sendo: 1) proteases animais; 2) proteases microbianas;
e 3) proteases vegetais (HASAN; HAQUE; RAHMAN, 2022). Atualmente o banco de dados
MEROPS conta com 1.142.788 milhao de sequéncias de proteases depositadas.
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Fonte: Adaptado de (HASAN; HAQUE; RAHMAN, 2022).

Além disso, elas podem ser classificadas com base em diversos parametros, como:
pH e sitio ativo. As proteases com pH 6timo de 8,0 a 9,0 sdo consideradas proteases alcalinas,
enquanto as que atuam no seu 6timo na faixa de 2,0 a 6,0 sdo consideradas proteases acidas. As
proteases neutras funcionam em um nivel de pH de 6,0 a 7,0 (MAITIG et al., 2018; SOUZA et
al.,2015; HASAN; HAQUE; RAHMAN, 2022; RAO et al., 1998).

Podem ser classificadas ainda de acordo com a regido da cadeia polipeptidica que
clivam, em exopeptidases (3.4.11-19) e endopeptidases (3.4.21-99). As exopeptidases clivam
ligagdes peptidicas nas extremidades da cadeia polipeptidica liberando um tnico aminoécido,
di ou tripeptideo (NAVEED et al., 2021). Com base no local de clivagem, seja na por¢cao N
(amino-) ou C (carboxi-), essas enzimas sdo classificadas em aminopeptidases ou
carboxipeptidases, respectivamente. (SANI et al., 2017; SAWANT; NAGENDRAN, 2014).

As endopeptidases catalisam a hidrolise dentro da cadeia liberando peptideos,
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podendo em alguns casos desencadear processos de digestdo proteica, sendo esses peptideos
alvos de exopeptidases (KUMAR, 2020; SAWANT; NAGENDRAN, 2014). As
endopeptidases sao classificadas em varios tipos com base na influéncia da presenga de um
grupo funcional especifico no sitio ativo, por exemplo, protease serinica (EC 3.4.21), protease
aspartica (EC 3.4.23), protease cisteinica (EC 3.4.22) e metaloprotease (EC 3.4.24) (RAO et
al., 1998; VERMELHO et al., 2008).

As proteases tém uma ampla gama de fungdes metabolicas e aplicagdes industriais,
principalmente nas industrias de detergentes, farmacéutica e alimenticia (RAO et al, 1998) e,
também, na industria de couro e lavanderia (VELOORVALAPPIL et al., 2013). De acordo com
Freitas et al (2015), a maioria das proteases disponiveis no mercado sdo derivadas de fontes
microbianas, representando aproximadamente 40% de todas as proteases vendidas globalmente.

Atualmente, as proteases representam 60% do mercado de enzimas e a estimativa ¢
de que esse segmento cresca de US$ 3,32 bilhdes em 2023 para USS$ 4,45 bilhoes até 2028,
com um CAGR de 6% durante o periodo de previsdo (2023-2028) (MARKETS, 2023b). A
aplicacdo de proteases em processos industriais estd se expandindo devido as suas vantagens
percebidas, como condi¢des operacionais mais amenas, utilizacdo eficiente de recursos,
redugdo no numero de etapas de producao e redugao da poluicao (SRIVASTAVA et al., 2020).

De acordo com a literatura, as microalgas possuem grande capacidade de sintese de
enzimas para aplicacdes industriais como amilases, galactosidases, fitases, dentre outras
(BRASIL et al., 2017). De acordo com Ghattavi & Homaei (2023), muitas enzimas comerciais
significativas foram extraidas do fitoplancton marinho (DEBANISH ef al, 2005), como a L-
asparaginase de Spirulina maxima e Chlamydomonas sp. (PAUL, 1982; BAKY; BAROTY,
2016), lipases de Tisochrysis lutea, Nannochloropsis oculata (BALDUYCK et al, 2015) e
Chlorella sp. (KOVACS; HANCSOK, 2009) e superoxido dismutases, de Porphyridium
cruentum (ZEINALI; HOMAEI; KAMRANI, 2015), no entanto, até¢ o presente momento, ha
poucos registros na literatura envolvendo a prospec¢do de enzimas proteoliticas a partir de
microalgas.

Silva et al (2017) avaliaram a produg¢ao de protease em Chlorella vulgaris cultivada
em Bold’s Basal Medium (BBM) suplementado com residuo agroindustrial de baixo custo. A
atividade enzimatica maxima obtida foi de 292 UAP/mL, em meio contendo 0,5% de agua de
maceragdo de milho. Niven (1995) separou por filtragdo em cromatografia em gel duas
proteases de Anabaena variabilis, com diferentes especificidades de substrato. Uma das
proteases tem peso molecular de 188 kDa e hidrolisa tri e dipeptideos, enquanto a outra tem 59

kDa e realiza a hidrolise de oligopeptideos que contém uma cadeia maior. 4. variabilis produz
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uma protease dependente de calcio, semelhante a tripsina (Lockau et al., 1988). Nanni et al.
(2001) e Yada et al. (2005) realizaram estudos sobre a producdo de proteases pela espécie
Arthrospira platensis.

Sabendo do potencial de aplicagdo das proteases em diversos processos industriais,
e sabendo que, atualmente, a produgdo dessas enzimas ndo supre a demanda atual do mercado

(Mogharabi e Faramarzi, 2016), entende-se que esse ¢ um campo com potencial a ser explorado.
1.7 Microalgas do género Chlorococcum

As microalgas do género Chlorococcum pertencem ao filo Viridiplantae, divisdo
Chlorophyta e familia Chlorococcaceae (LOURENCO, 2006), vivem como células vegetativas
solitarias ou em grupos temporarios de forma indefinida. Trata-se de uma microalga verde
unicelular, com potencial de acumulac¢do e armazenamento de lipidios no interior da sua célula
(MAHAPATRA; RAMACHANDRA, 2013). A morfologia celular pode variar entre esférica
ou elipsoidal (com tamanho varidvel e parede celular aspera) e ¢ de natureza solitdria com
mucilagem fina, como relatado por Watanabe e Lewis (2017) e apresentado na Figura 7. Seu
ciclo reprodutivo ocorre, principalmente, de forma assexuada, por zodsporos (ou aplandsporos
desprovidos de flagelos) ou sexuada, por isogametas, sob condi¢des ambientais de estresse,

como limitagao de luz e de nutrientes (WATANABE; LEWIS, 2017; GUIRY, 2019).

Figura 7. Micrografia de Chlorococcum humicola célula solitaria (A) e células coloniais (B).
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Fonte: Santhoshkumar et al. (2016).

Trata-se de um género de microalga que se apresenta de forma cosmopolita e que
pode ser coletada de ambientes marinhos e dulcicolas, aéreos e terrestres e nas superficies

rochosas (WATANABE; LEWIS, 2017; GUIRY, 2019). Segundo o Algaebase, at¢ o momento



32

foram descritos, taxonomicamente, 33 espécies e 3 variedades aceitas no banco de dados
(MOLINARI NOVOA in GUIRY, 2023).

Chlorococcum sp. € uma espécie de microalgas com capacidade de acumular alto
teor de lipidios (em média 18,3%) e carboidratos (em média 63,7%), que também sio
encontradas em efluentes secundarios (MATHIMANI et al., 2023; ARAVANTINOU;
THEODORAKOPOULOS, 2013; CHINNASAMY et al, 2010; RENUKA; SOOD;
PRASANNA, 2014) e vem sendo investigada por sua excelente natureza autofloculante, que
facilita a colheita de biomassa, bem como a eficiéncia de remocao de enxofre e nitrogénio de
aguas residuais como agente de biorremediagdo (REHMAN; ANAL, 2018).

Devido ao seu alto contetido lipidico, tornou-se promissora para a geracdo de
biodiesel (ABOMOHRA et al., 2013; LOFTUS; JOHNSON, 2017). Além disso, ¢ um género
rico em varios compostos bioativos, tornando-se uma fonte potencial de metabdlitos naturais
com atividade funcional (ELSHOBARY, et al, 2020).

Chlorococcum sp. foram estudados e relatados como tendo &cidos graxos,
alcaloides, flavondides, saponinas, aminoacidos e carboidratos (BHAGAVATHY et al., 2011;
BHAGAVATHY; SUMATHI, 2012). Também foi relatado que esta microalga contém
levoglucosenona e acido hexadecandico (RAI et al.,, 2018) e compostos fenolicos
(CHOOCHOTE et al., 2014). No entanto, as composic¢des fitoquimicas e o perfil proteico, bem
como as atividades bioldgicas de microalgas pertencentes a esse género tiveram estudos pouco
explorados até entdao. Mathimani et al. (2023) revelou que o conteudo de proteinas totais em
Chlorococcum sp. € de 27,3%, no entanto a qualidade dessas proteinas, determinada pelo seu
conteudo de aminoacidos, ainda nio é conhecida.

As aplica¢des industriais de Chlorococcum sp. tém experimentado um crescimento
significativo, impulsionado por sua notdvel taxa de crescimento, facilidade de cultivo e
resisténcia a variacoes extremas de pH e temperatura (YUAN et al., 2002). Embora haja um
enfoque na utilizagdo da biomassa de Chlorococcum sp. para a bioprospeccao de lipidios,
visando a produg¢ao de biodiesel, biofixacdo de CO; e extragdo de carotendides para aplicacio
nas industrias cosmética e farmacéutica, ¢ importante destacar que a prospec¢do, extragao e
aplicacdo de proteinas também estdo se tornando relevantes para determinados segmentos da

industria, como o de alimentos e racdoes (CHEW et al., 2017).

1.7.1  Chlorococcum infusionum

As microalgas da espécie Chlorococcum infusionum, Figura 8, sdo do tipo unicas,



33

podendo ter dois pirendides cercados por segmentos de amido, e sdo morfologicamente
semelhantes a Chlorococcum echinozygotum (TEMRALEEVA e BUKIN, 2022). De acordo
com o AlgaeBase, C. infusionum ¢ uma espécie que habita 4gua doce, embora na literatura haja
registros de trabalho envolvendo cepas coletadas em dgua salobra (KAREMORE, PAL e SEN,
2013).

Figura 8. Micrografias opticas de cepas de C. infusionum.

Fonte: a) elaborado pela autora; b) adaptado de Temraleeva e Bukin (2022).

Karemore, Pal e Sen (2013) realizaram estudos sistematicos sobre a triagem de
componentes criticos do meio para aumentar a biomassa e os rendimentos lipidicos em C.
infusionum. Yadav, Dash e Sen (2019) apresentaram um processo verde para remediacdo de
residuos, fixagdo de CO> e producdo de biomassa rica em lipidios e carboidratos para o
desenvolvimento de uma biorrefinaria de microalgas verdes, incluindo C. infusionum. Embora
muito se tenha a respeito de algumas biomoléculas da biomassa de Chlorococcum sp., uma
abordagem voltada para o estudo de suas proteinas e do seu potencial ainda ¢ bastante exigua.
Ha poucas informagdes na literatura sobre C. infusionum, principalmente com relagdo ao seu

conteudo proteico e possiveis aplicagdes.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Extrair, isolar e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e enzimaticas de proteases

presentes na biomassa da microalga Chlorococcum infusionum produzida em fotobiorreator

fechado.

2.2

a)

b)

Objetivos Especificos

Padronizar o cultivo de microalga C. infusionum em fotobiorreator fechado para a
producao de biomassa;

Determinar rendimento, composig¢ado fitoquimica e elementar da biomassa da microalga
C. infusionum;

Padronizar a extragao e determinar o teor de proteinas soliiveis da biomassa microalgal
Isolar as proteases das fragdes proteicas da biomassa de C. Infusionum

Determinar a atividade proteolitica total e especifica das proteases obtidas da biomassa
microalgal;

Determinar a estabilidade conformacional de proteases frente as variacdes de

temperatura e pH;
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

1.1.1 Material Biologico

A microalga C. infusionum utilizada no presente trabalho ¢ mantida na algoteca do
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (LabBMol), localizado na Universidade Federal do
Ceara (UFC) - Campus do Pici, Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM),

€ possui como registro no Sisgen o nimero: ADA415C.

1.1.2 Reagentes quimicos

Acrilamida, N, N’ — bisacrilamida, persulfato de amonio, N, N, N', N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), Coomassie Brilliant Blue G-250, dodecil sulfato de sédio
(SDS), albumina sérica bovina (BSA), acido tricloroacético (TCA), acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), pepstatina A, fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), iodoacetamida (IAA),
azocaseina, f-mercaptoetanol, uréia, gelatina e triton X-100 foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, EUA). Os marcadores de massa molecular (LMW-SDS Marker Kit),
ditiotreitol (DTT) e a matriz cromatografica DEAE-Sephacel foram obtidos da GE Healthcare
Life Sciences (NY, EUA). Todos os demais reagentes utilizados no trabalho foram de grau

analitico e obtidos comercialmente.

3.2 Métodos

3.2.1 Cultivo da microalga C. infusionum em fotobiorreator fechado

Inicialmente, as células de C. infusionum foram inoculadas, sob condicdes
assépticas, em um fotobiorreator cilindrico (Figura 9A) contendo 100 mL de meio BBM —
Bold’s Basal Medium (NICHOLS e BOLD, 1965) (Anexo 1) com pH ajustado para 6,8. Esse
fotobiorreator foi mantido por 4 dias em uma camara de crescimento (B.O.D.) sob condi¢des
controladas de temperatura (25 + 2 °C), fotoperiodo de 12 h, intensidade luminosa de 4000 Lux
e aeragdo estéril constante (mantida por aerador elétrico e filtros de 0,25 um). Apos esse
periodo, um indculo da microalga (com uma densidade optica a 690 nm = 0,5) foi adicionado

num fotobiorreator retangular de placas planas (Figura 9 B) contendo 4 L do meio BBM pH
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6,8. A cultura foi mantida por 14 dias na plataforma de crescimento usando as seguintes
condicdes: temperatura de 25 + 2 °C; intensidade luminosa de 50.000 Lux; fotoperiodo de 12

h e aeragao estéril constante.

Figura 9 - Cultivo de microalga em fotobiorreator cilindrico (A) e retangular de placas planas

B).

b [

-
{
—

b \ !
TAP « vir vt

Fonte: elaborado pela autora.

3.2.2 Determinagdo da curva de crescimento das microalgas

Apds a adig¢do do indculo microalgal no fotobiorreator, foram realizadas contagens
em camara de Neubauer para acompanhar o crescimento celular. Esse protocolo consiste na
utilizacao de uma lamina de microscopia espessa, na qual existe marcacao de area que permite
determinar o volume de amostra contida em cada espago determinado nos quadrantes. Entdo,
foi retirada uma aliquota do cultivo de microalgas para aplicagdo da lamina, sendo previamente
diluida em meio BBM para a melhor visualizagdo dos nucleos das células para contagem. O
fator de diluicao utilizado variou de acordo com a dificuldade de visualizagao dos nucleos, pois
quanto maior o volume de cé€lulas, maior a possibilidade de sobreposi¢do de células.

Depois de homogeneizar a suspensdo celular com auxilio de uma pipeta, a amostra
foi aplicada na camara de contagem, preenchendo todo espago referente a drea demarcada,
esperando pelo tempo de 2 min para sedimentarem. Usando um microscopio, a area demarcada
foi focalizada na lente de 40X para iniciar a contagem de cada quadrante médio. Foram

adotados critérios de contagem para delinear corretamente o experimento, como a visualiza¢ao
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de um ntcleo visivel das células contadas; contar como um Unico grupo as células agrupadas
que tinham dificil distingdo uma das outras, entre outros critérios. A area total da camara de
Neubauer, ocupada por 25 quadrados pequenos de contagem, corresponde a uma area total de
1 mm? (1 mm de cada lado), ou seja, cada quadrante pequeno corresponde a 0,0025 mm?. Um
quadrado grande possui 400 quadrados pequenos (25 x 16 = 400). Entdo, a area do quadrado
grande ¢ de 1 mm? (400 x 0,0025 mm? = 1 mm?). Assim, cada quadrante comporta um volume

de 0,1 mm?® (LUCARINI ef al., 2004), entdo (Equacao 1):

Volume = area X profundidade (Equacao 1)

Em que: Volume = Imm? x 0,Imm = 0,1 mm?. Sendo assim, ¢ possivel inferir o

nimero de células por mL de solugdo através da equacao 2:

células _ ne total de células

nede

= x diluicdo x 10* (Equacio 2)
mL netotal de quadrantes contados

A contagem ocorreu diariamente até o 14° dia de cultivo. Os valores obtidos da
contagem de células foram plotados em um grafico, com a assisténcia do programa ORIGIN
8.5, para observar o crescimento celular da microalga C. infusionum por tempo decorrido do

experimento.

3.2.3 Determinacdo da clorofila a

Para determinagdo do teor de clorofila microalgal, inicialmente 1 g de células
frescas sera macerado com nitrogénio liquido, sendo, em seguida, adicionado 5 mL de acetona
(P.A.) refrigerada. O produto da maceracao sera filtrado em fibra de vidro e coletado em balao
volumétrico de 50 mL. A acetona sera adicionada sobre o macerado restante na fibra de vidro,
até atingir o volume final de 50 mL de filtrado. Esse procedimento sera realizado sem a presenca
de luz. As absorbancias das clorofilas a e b serdo medidas em espectrofotometro nos
comprimentos de onda de 664 ¢ 630 nm, respectivamente. A concentragao dos pigmentos sera
determinada de acordo com a equagdo definida por Clesceri et al. (1989), descrita na equagao

3:

Clorofila a (%) = 11,85(Absggs) — 1,54(Absg,,) — 0,08(Absgsz0) (Equacio 3)
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3.2.4 Coleta e processamento da biomassa microalgal

As microalgas coletadas no décimo dia de cultivo foram centrifugadas a 10.000 rpm
por 20 min a 10 °C. O sobrenadante foi descartado e a biomassa resultante foi ressuspendida
em tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, contendo NaCl 100 mM e EDTA 10 mM para o
clareamento das células através de quatro etapas alternadas de ressuspensdo da biomassa e
centrifugacdo a 10.000 rpm por 20 min. A biomassa fresca clarificada foi transferida para uma
placa de Petri, contendo cinco folhas de papel filtro, onde ficou por 1 h para que o excesso de
umidade fosse removido. Apos isso, a biomassa foi pesada e armazenada em tubos Falcon,
acondicionada a 4 °C, para uso nas etapas posteriores. Para o calculo do rendimento da

biomassa, foi utilizada a seguinte equagao 4:

PM = PT — Pplaca - Ppf (Equacio 4)

Em que:

PM = Peso da microalga (em gramas);

PT = Peso total (obtido na balanga analitica, em gramas);
Pplaca = Peso da placa de Petri utilizada na balanga;

Ppf'=Peso do papel de filtro utilizado no sistema de filtracao;

O resultado € correlacionado ao volume inicial de cultura que tinha no recipiente

(Equagao 5):

PM em gramas de biomassa — mL de meio de cultura (Equacao 5)

3.2.5 Anadlise elementar da biomassa microalgal

3.2.5.1 Umidade

Amostras de 1 g da biomassa microalgal foram pesadas em cadinhos de porcelana,
previamente tarados em balanga analitica. As referidas amostras foram colocadas em estufa
com temperatura entre 100 e 105 °C por 24 h (NAGAKURA, 1972). Depois os cadinhos foram
retirados e transferidos para dessecador com auxilio de pinga, até atingir a temperatura
ambiente, sendo pesados posteriormente. O resultado da umidade foi encontrado pela diferenga

de peso inicial e final gerando uma resultante em percentagem. A equagdo utilizada foi a
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descrita abaixo (equagdo 6):

Vi-vo
V2-vo

%U =

x 100 (Equacao 6)

Em que:

U = Umidade;

VO = peso do cadinho seco;

V2 = peso do cadinho com amostra;

V1 =peso do cadinho com amostra apds secagem.

3.2.5.2 Cinzas

Nessa etapa, amostras de 1 g de biomassa microalgal seca foram adicionadas em
cadinhos previamente tarados, que foram posteriormente pesados e transferidos para mufla a
600 °C por 4 horas. Depois, os cadinhos foram para o dessecador até atingir a temperatura
ambiente para em seguida serem pesados (BRASIL, 2011). Para o célculo final do teor de cinzas

expresso em porcentagem, utilizou-se a equagdo 7:

V1i-vo
V2-vo0

%C = x 100 (Equacio 7)
Em que:

C = Cinza;

V0 = peso do cadinho;

V1 = peso do cadinho mais cinza;

V2 =peso do cadinho mais amostra.

3.2.5.3 Proteinas totais

A determinagdo do teor de proteinas totais foi realizada conforme o método de
Micro-Kjeldahl (MAPA, 2013), no qual foi utilizado papel vegetal contendo 0,2 g de amostra
macerada, acondicionados em tubos com 2 g do catalisador, contendo uma mistura de sulfato

de cobre (CuSOs), selénio metalico (Se) e sulfato de potassio (K2SOs), e adicionados 4 mL de
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acido sulfurico. Em seguida, os tubos foram levados ao aparelho digestor a 350 °C, e foram
observados até o final da digestao.

No aparelho destilador, a amostra digerida foi neutralizada com a adicao de
hidroxido de sodio (NaOH) a 50%, até o surgimento da coloragio escura, devido a formagao de
oxido de cobre (Cu20). Esta mistura foi destilada por meio do arraste de vapor e o produto
(destilado) foi recolhido em Erlenmeyer com 10 mL da solugio de 4cido borico (H;BO3) a 2%,
adicionando-se 3 gotas de indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol) até
completar 50 mL.

Desse modo, a mistura destilada foi titulada com solu¢@o padrao de acido cloridrico
(HCI) a 0,04 N em bureta até a coloracao rosada e assim, anotou-se o volume de acido gasto. A

porcentagem de nitrogénio total foi obtida através da equacdo 8:

(Volume de amostra—volume do branco)x0,01x0,04

0, — ~

NT = Peso da amostra x 100 (Equagao 8)
A conversao do nitrogénio total (NT) para proteina total (PT) foi obtida a partir da

equagdo 9:

%PT = %NT % 6,25 (Equacio 9)

3.2.5.4 Lipideos totais

O teor de lipidios foi determinado pelo método de Soxhlet (IUPAC, 1979). O
hexano foi utilizado como solvente organico para extracdo dos lipidios totais. Seguidamente,
os baldes foram colocados em estufa a 100 °C durante 1 hora. Logo apos, os baldes foram
levados ao dessecador até atingir a temperatura ambiente, sendo entdo pesados (BRASIL,
2011). Posteriormente, foram pesadas amostras de 1 g de biomassa para serem colocadas nos
cartuchos de extragdo (papel filtro) e tampadas com algodao. Os baldes contendo 100 mL de
solvente foram levados ao determinador de gordura para a extragdo a 90 °C por 2 h. Logo apos
a extracdo, a amostra gotejou por 30 min (para a recuperacdo do solvente o aparelho foi
calibrado para 150 °C) e seguidamente os baldes contendo o lipidio foram transferidos ao
dessecador até atingir a temperatura ambiente para serem pesados. O calculo para obtencao da

porcentagem de lipideos foi realizado conforme a equagdo 10:
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__ (Peso do baldo+gordura)—(Peso do baldo vazio)x100

%L

(Equacao 10)

Peso da amostra

3.2.5.5 Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais presentes na biomassa microalgal foi obtido por

diferenca (PEARSON, 1976) empregando a seguinte equagao 11:

%Carboidratos = (100% da MA) — [(%L) + (%C) + (%PT)] (Equacio 11)

3.2.5.6 Fibra bruta

O teor de fibra bruta foi determinado pelo método de Henneberg (WINTON;
WINTON, 1958). Inicialmente, amostras de 1 g da biomassa delipidada foram adicionadas a
uma solu¢do de 4cido sulftrico 1,25% e, ap6s a homogeneizagdo, foram mantidas em banho
seco por 30 min até alcangar a fervura. Em seguida, as amostras foram filtradas em papéis de
filtro quantitativo, previamente aquecidos em estufa a 105 °C por 1 h e pesados. Em seguida,
cada papel de filtro contendo o residuo foi lavado com 4gua quente até nao haver reagdo basica
com o papel indicador de pH. Posteriormente, os residuos foram lavados por 3 vezes com 3 mL
alcool etilico (P.A) e 2 vezes com 3 mL de éter etilico (P.A). Apos a evaporagao dos solventes,
os papéis de filtro com o residuo foram colocados em estufa a 105 °C, para secagem, até
alcangarem um peso constante. Os papéis com o residuo foram colocados em cadinhos de
porcelana previamente tarados, e em seguida, foram incinerados em forno mufla a uma

temperatura de 600 °C. O calculo da fibra bruta foi calculado através das equacdes 12 e 13:

[P+F+C)—P]—C=F (Equacao 12)
%F = FX;OO (Equacio 13)
Em que:

P = peso do papel;
F= fibra;
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C= cinza;

3.2.6 Lise celular para obtengdo do extrato bruto de C. infusionum

A biomassa microalgal (2 g) foi pesada em um tubo Falcon e dissolvida em 20 mL
do tampao de lise (Tris-HC1 50 mM pH 8,0 contendo NaCl 100 mM, EDTA 10 mM e Triton
X-100 1%) e homogeneizada sob agitacdo. A amostra foi submetida a trés ciclos de
congelamento lento em freezer a -20 °C e descongelamento a temperatura ambiente (25 °C).
Em seguida, a mistura foi submetida a um ciclo de ultrassonicagao usando 100 pulsos de 10 s e
intervalos de 5 s e, posteriormente, macerada vigorosamente por 10 min em nitrogénio liquido.
Apds isso, o lisado foi centrifugado a 12.000 rpm por 50 min a 4 °C. O sobrenadante
(denominado EBCY) foi cuidadosamente coletado e o precipitado foi descartado. O EBCi foi
transferido para microtubos de 2 mL e congelado a -20 °C para utilizagdo nas analises

posteriores.

3.2.7 Determinacdo de fendis totais no EBCi

O conteudo de fendis totais presentes no EBCi foi determinado de acordo com o
método de Folin-Ciocalteu modificado (SINGLETON et al, 1999). O extrato bruto liofilizado
foi solubilizado em alcool etilico (P.A) nas concentracdes de 100, 250, 500 e 1000 pg/mL. A
cada 0,5 mL de extrato nas diferentes concentragdes, foram adicionados 5 mL de 4gua destilada
¢ 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apos 3 min, 1 mL de solu¢do de Na>COs 1,89 M foi
adicionada e a mistura foi incubada por 2 h no escuro € a temperatura ambiente. As analises
foram realizadas em triplicata e a absorbancia foi mensurada a 760 nm. O teor de fendis totais
foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragdo
construida com padrdes de acido galico e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido

gélico) por g de peso seco (PS).
3.2.8 Precipitagdo das proteinas do EBCi com sulfato de amoénio
A precipitagdo de proteinas de EBCi foi feita pela adi¢do, de forma lenta, de

(NH4)2S04 de acordo com a formula: Fracdo 0/60 = 390 g de (NH4)>SO4 para 1000 mL de

EBCi. Apos adicdo de sulfato de amonio, EBCi foi mantido sob agitagdo por 30 min e,
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posteriormente, mantido em descanso, na geladeira, por 15 h (overnight). Decorrido o tempo
de precipitacao, EBCi foi centrifugado a 12.000 rpm por 50 min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, contendo NaCl
100 mM e EDTA 10 mM. A ressuspensdo proteica foi dialisada por 24 h, em ambiente
refrigerado, contra dgua destilada, num processo que se repetiu cinco vezes. Ao final do
processo, a fragdo protéica , denominada FP(Ci, foi armazenada em tubos Falcon e mantida a -

20 °C para uso posterior.

3.2.9 Determinacdo do teor de proteinas soluveis do FPCi

O teor de proteinas soluveis de FPCi foram determinados seguindo o método
proposto por Bradford (1976), utilizando-se de uma curva padrdo obtida a partir de
concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA). Para tanto, foram aplicados 2,5
mL do reagente de Bradford em 100 pL das amostras. As leituras das absorbancias foram feitas

em triplicata em comprimento de onda igual a 595 nm em espectrofotometro.

3.2.10 Cromatografia de exclusao molecular da FPCi

A FPCi, obtida conforme descrito no item 4.7, foi aplicada em coluna de Sephadex
G-100 (0,8 X 100 cm), previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, contendo
NaCl 100 mM. Em seguida, cada coluna da matriz foi eluida com o mesmo tampao, utilizando
um fluxo de 1 mL/min. As fracdes referentes aos picos cromatograficos obtidos foram
coletadas, quantificadas em espectrofotometro, pela medida da absorbancia a 280 nm, e
analisadas por ensaios eletroforéticos. Apds essas analises, somente as fragdes referentes ao
pico majoritario foram reunidas numa tnica fra¢do (denominada FPCiE-P1), dialisada contra

agua destilada e usada nas demais etapas downstream.

3.2.11 Cromatografia de troca-ionica da FPCiE-PI para o isolamento de proteases.

A fracdo FPCiE-P1, obtida apos didlise, foi centrifugada a 15.000 x g por 5 min e
aplicada a uma coluna DEAE-SepharoseTM Fast Flow (2,1 cm de diametro x 15 cm) acoplada
ao sistema FPLC AKTA pure (GE). A matriz cromatografica foi equilibrada com o tampao Tris-
HCI 50 mM pH 8,0 (denominado Tampao A). A cromatografia foi realizada utilizando um
gradiente linear de 0 a 1,0 M NaCl em tampao Tris-HC1 50 mM pH 8,0 (Tampao B). As fracdes
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foram coletadas com um fluxo de 1 mL/min e a concentragdo proteica dessas fragdes foi
monitorada pela leitura da absorbancia a 280 nm. As fragdes correspondentes aos picos de
absorbancia obtidos foram reunidas e armazenadas a -20 °C. Somente as fragdes referentes ao
pico majoritario foram reunidas numa unica fragdo (denominada FPCiT-P3). Essa fragdo foi
dialisada contra agua destilada, liofilizada e armazenada a -20 °C para uso nas analises

posteriores.

3.2.12 SDS-PAGE das fragoes proteicas de C. infusionum

Os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram realizados
sob condicdes redutoras e desnaturantes (LAEMMLI, 1970). Foi utilizado um gel de aplicagio
de 3,5% de acrilamida em tampao Tris-HCI1 0,5 M (pH 6,8) e um gel de separagdo com 10% e
12,5% de acrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M (pH 8,8) contendo SDS 1%. As corridas
eletroforéticas foram realizadas a 25 mA e uma voltagem inicial de 150 V. As amostras foram
preparadas em tampao de amostra (Tris-HCl 62,5 mM pH 8,3 contendo SDS 1%, B-
mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul de bromofenol 1%): 5 uL. do tampao de amostra p/ 25
puL. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C por 2 min e centrifugadas a 1000 rpm
por 5 min a temperatura ambiente. Aplicar de 15 a 20 pL de amostra em cada pogo do gel.
Foram usados marcadores moleculares no primeiro e no tltimo pogo. As bandas proteicas foram
coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05 %, preparado em uma solu¢@o de metanol:

acido acético: agua (1:3,5:8, v/v/v).

3.2.13 Determinacgdo da atividade proteolitica total da FPCiT-P3

A atividade proteolitica de FPCiT-P3 foi determinada utilizando azocaseina 1%
como substrato (XAVIER-FILHO et al, 1989). Foram misturados 40 uL de DTT 3 mM, 20 puL
de FpMCTi-P1 (4 ugP), 240 pL de tampao PBS pH 7,0, 200 uL de azocaseina 1% e incubados
a 37 °C por 1 hora. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 500 pL. de TCA 20%. Para o
branco, o substrato foi adicionado somente apds a precipitagdo com TCA. Apds centrifugacao
a 10.000 rpm por 10 min, 500 puL do sobrenadante foram coletados e acrescidos de 500 pL de
NaOH 2,0 M. As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotometro no comprimento
de onda de 420 nm.

Uma unidade de atividade proteolitica (UAP) foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para aumentar a absorbancia em 0,01. Os ensaios foram realizados em
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triplicata e os resultados expressos como média da atividade proteolitica especifica (UAP/mgP).

3.2.13.1 Zimograma - detecgdo in gel da atividade proteolitica.

Para a detecgdo in gel da atividade proteolitica, amostras de FPCiT-P3 (10 pg de
proteinas/pogo) foram submetidas SDS-PAGE, seguido os mesmos parametros de corrida
citados anteriormente, mas utilizando géis de poliacrilamida 12,5%, contendo gelatina 0,1%
como substrato, de acordo com a metodologia descrita por Macedo et al. (2004). Apos a corrida
eletroforética, os géis foram incubados por 1h em uma solucao de Triton X-100 2,5%, a 25 °C,
para retirada do SDS e renaturacdo das proteinas. Essa etapa foi repetida uma vez para a
completa retirada do SDS. Em seguida, os géis passaram por sucessivas (3 ao todo) lavagens
em tampao glicina-NaOH 50 mM, pH 9,0 para remocao do Triton X-100 e foram novamente
incubados em tampao glicina-NaOH pH 9,0 por 12 h a 37 °C. Para avaliar o efeito do SDS
sobre a atividade proteolitica de FPCiT-P3, a etapa de renatura¢do das enzimas com a adi¢do
de Triton X-100 foi eliminada e os géis foram apenas incubados em tampao glicina-NaOH pH
9,0 por 12 h a 37 °C. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,025%,

dissolvido em metanol (40%), acido acético (10%).

3.2.14 Dicroismo circular e termoestabilidade da FPCiT-P3

A avaliag¢@o do padrdo conformacional da FPCiT-P3 foi feita utilizando a técnica
espectrofotométrica de dicroismo circular (CD). As medidas de CD foram realizadas em um
espectropolarimetro J-815 da JASCO. Inicialmente foi utilizada uma aliquota de 100 pL de
fragdo proteica (contendo aproximadamente 30 pg da fracdo FPCiT-P3 em tampao Tris-HCI 50
mM pH 8,0, contendo NaCl 100 mM). As medidas foram feitas numa cubeta de quartzo com 1
mm de caminho Optico, a temperatura controlada de 25 °C. Primeiro, foi obtido um espectro do
branco, ou seja, apenas da solucao do tampao de solubilizacao da proteina, para que nao haja
interferéncia do tampao. As contribuigdes do tampao, obtidas sob condigdes idénticas, foram
subtraidas e todos os espectros de CD foram corrigidos a fim de eliminar quaisquer efeitos de
ruido. Foi feita entdo, uma varredura de 190 a 250 nm aplicando a velocidade de 50 nm/min,
registrando 8 acumulagdes. Os programas utilizados para processar os dados foram Spectra
Manager™ II, Origin® e Protein Secondary Structure Estimation Program Jasc for windows

(que faz parte do pacote de softwares adquiridos junto ao equipamento).
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A termoestabilidade da FPCiT-P3 também sera avaliada por CD, utilizando um
intervalo de temperatura de 10 a 90 °C. A predi¢ao quantitativa das contribui¢des da estrutura
secundaria sera realizada pela desconvolucao dos espectros de CD usando o programa

SELCON 3, desenvolvido por Sreemana e Woody (2000).

3.2.15 Caracterizacdo da atividade proteolitica da FPCiT-P3

3.2.15.1 Determinacdo de pH otimo da atividade proteolitica

Para determinacdo do pH 6timo da atividade hidrolitica da FPCiT-P3, foi utilizado
azocaseina como substrato de reacdo. O substrato foi solubilizado em diferentes tampdes (50
mM), a saber: glicina-HCI, pH 3,0; acetato de sddio, pH 4,0; acetato de sédio, pH 5,0; fosfato
de sédio, pH 6,0; fostato de sodio, pH 7,0; Tris-HCI, pH 8,0 e glicina-NaOH, pH 9,0. O ensaio
de atividade proteolitica utilizando azocaseina foi conduzido de acordo com a metodologia
descrita no item 3.14, utilizando amostras de FPCiT-P3 (1 mg/mL), solubilizadas em agua
destilada, realizado em triplicata e o resultado foi expresso como valores de atividade especifica

(UAP/mg). O pH 6timo, aqui determinado, foi adotado nos ensaios posteriores.

3.2.15.2 Determinagdo de temperatura otima da atividade proteolitica

Para determinacdo da temperatura 6tima de reacdo da FPCiT-P3, foi utilizado
azocaseina como substrato e o ensaio foi conduzido nas mesmas condi¢cdes da metodologia
descrita no item 3.14, porém variando-se apenas a temperatura de rea¢do. Amostras de FPCiT-
P3 (1 mg/mL), solubilizadas em 4gua destilada foram incubadas em meio reacional nas
temperaturas de 25, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e o

resultado expresso como valores de atividade especifica (UAP/mg/min).
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3.2.15.3 Estabilidade da atividade proteolitica em funcdo da temperatura

Para andlise da estabilidade em funcdo do pH, uma amostra da FPCiT-P3 (1
mg/mL) foi incubada previamente por 30 min, nas temperaturas de 25, 30, 40, 50, 60, 70 ¢ 80
°C. Em seguida, essa amostra de FpMCTi-P1 foi submetida ao ensaio de atividade proteolitica
utilizando azocaseina como substrato, tal como descrito. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os dados expressos como atividade proteolitica residual (%), sendo comparados com

o controle (sem incubag¢do), onde a atividade proteolitica foi considerada 100%.

3.2.15.4 Efeito de inibidores na atividade proteolitica

Para avaliacao dos tipos de peptidases presentes na biomassa de C. infusionum, uma
amostra da FPCiT-P3 (1 mg/mL) foi previamente incubada, por 30 min a 25 °C, com diferentes
inibidores na propor¢ao de 1:1 (v:v), a saber: PMSF 5 mM (fenilmetanosulfonilfluoreto -
inibidor de peptidase serinica), EDTA 10 mM (&cido etilenodiaminotetraacético - inibidor de
metalopeptidases), pepstatina A 0,05 mM (inibidor de peptidases asparticas) e iodoacetamida
0,1 mM (inibidor de peptidase cisteinica). Em seguida, as amostras foram ensaiadas em
triplicata com relagdo a sua atividade proteolitica utilizando azocaseina 1% como substrato tal
como descrito anteriormente e os dados expressos como atividade proteolitica residual (%),
sendo comparados com o controle (sem inibidores), onde a atividade proteolitica foi

considerada 100%.

3.16 Analises estatisticas

Os resultados experimentais foram expressos como média + desvio padrao da média
e foram analisados utilizando o software GraphPad Prism v.5.03 (GraphPad Inc., San Diego,
CA). Para comparagdo de médias foi utilizada a Andlise de Varidncia (ANOVA) e testes de
comparagdes multiplas de Tukey, sendo considerados como significativos os resultados que

apresentaram p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Cultivo de C. infusionum em fotobiorreator de placa planar

Inicialmente, as células de C. infusionum foram inoculadas em um fotobiorreator
cilindrico contendo 100 mL de meio BBM, suplementado com biotina e cianocobalamina
(vitamina B12) (Anexo I) mantido por quatro dias em uma camara de crescimento (BOD) e,
posteriormente, transferido para um fotobiorreator de placas planas contendo 4 L do mesmo
meio de cultura utilizado anteriormente. A composi¢do do meio BBM consiste em quatorze
solugdes diferentes, tornando-o complexo e ideal para o inicio do crescimento de diversas
espécies de microalgas, uma vez que fornece macro e micronutrientes necessarios para uma boa
produtividade e composi¢ao bioquimica celular adequada para a bioprospeccao de insumos de
interesse biotecnoldgico.

O cultivo em fotobiorreator de placas planas permite uma ampla distribuicdo da
iluminacao, melhor homogeneizacdo para a absor¢do de nutrientes, facilita os procedimentos
de coleta da biomassa e evita a sedimentagdo da biomassa microalgal. Estudos cientificos
relataram que esse manejo se mostrou relevante para cultivos cujo objetivo seja a producao de
biomassa microalgal e biocompostos de alto valor agregado para diferentes finalidades
industriais (RICHMOND et al., 2013; LOURENCO, 2006).

O grafico 1 mostra o resultado da curva de crescimento de C. infusionum cultivada
em sistema fotobiorreator fechado até o 14° dia de cultivo. As coletas e as contagens foram
realizadas como descrito na metodologia. A curva padrao observada ilustra as fases de

crescimento (/og, lag e estacionaria) até o 14° dia de cultivo.
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Grafico 1 - Curva de crescimento da microalga C. infusionum cultivada em fotobiorreator

fechado sob condi¢oes controladas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O curto periodo da fase /ag indica uma rapida adaptagao do indculo inicial ao meio
BBM e as condigdes de cultivo pré-estabelecidas. A fase log, observada do 2° ao 12° dia de
cultivo, aponta um crescimento exponencial de células, resultando em acumulo de uma
biomassa rica em compostos bioativos. Nesta fase, o nimero de células cresceu de,
aproximadamente, 10 x 10* células/mL a 325 x 103 células/mL. A duragdo da fase exponencial
depende, principalmente, da disponibilidade de nutrientes essenciais presentes no meio e de luz
(LOURENCO, 2006). Ap6s a reducdo desses nutrientes, inicia-se um decréscimo relativo da
taxa de crescimento das células, fato que foi observado a partir do 12° dia de cultivo. A esse
decréscimo da-se o nome de fase estacionaria. Nesta fase, o rendimento maximo do cultivo é
obtido e a coleta da biomassa deve ser feita o quanto antes. Apos a fase estacionaria, o cultivo
entra em fase declinio, onde hd um esgotamento de nutrientes e taxas de crescimento negativas,
em decorréncia da presenca de substincias auto inibidoras de crescimento (LOURENCO,
2006). Sendo assim, com base nos resultados do grafico 1, optou-se por realizar a colheita da
biomassa ao 12° dia de cultivo, onde obteve-se um rendimento médio de 2,35 g. L! de biomassa
fresca produzida. Até o presente momento, nao ha dados na literatura referente ao rendimento
de biomassa microalgal, fresca ou seca, de espécies pertencentes ao género Chlorococcum.

Embora a contagem de células seja fundamental para a compreensdo da dindmica

do desenvolvimento de um cultivo, trata-se de um método que possui uma consideravel
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margem de erro (THIVIYNATHAN et al., 2024). Sendo assim, convém utilizar um outro
método de monitoramento do crescimento de células como validacao dos resultados obtidos no
primeiro método realizado, como a medi¢ao de densidade optica (DO) (NIELSEN e HANSEN,
2019; THORE et al., 2021).

O uso de densidade optica (DO) baseia-se na obstrucao fisica da luz pelas células
microalgais. Quanto mais células houver numa amostra, maior serd a sua absor¢do de luz,
entretanto, antes de realizar a leitura da amostra em aparelho espectrofotométrico, ¢ necessario
estar atento a alguns detalhes. Uma vez que as microalgas possuem pigmentos
fotossintetizantes, convém, no momento da leitura, utilizar comprimentos de onda que nao
correspondam ao pico de absor¢do de luz pelos pigmentos (LOURENCO, 2006). Além disso,
pode-se utilizar procedimentos analiticos simples, como a medi¢do de clorofila, para obtengao
de informagdes a respeito do estado fisioldgico das células e da resposta dessas aos fatores do

cultivo.

Grifico 2 - Concentragao de clorofila a determinada durante os diferentes dias de crescimento

da microalga C. infusionum cultivada em fotobiorreator fechado e sob condi¢des controladas
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Fonte: Elaborado pela autora.

O resultado obtido no grafico 2 corrobora com os resultados apresentados no
grafico 1. O acumulo de substancias, ao longo do cultivo, pode funcionar também como um
indicador de crescimento. Uma vez que a clorofila a ¢ o principal pigmento que participa do

processo fotossintético (LOURENCO, 2006), a partir da sua medicao, pode-se prever o estado
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geral das células de uma cultura de microalgas (TAKAHASHI, 2019). A partir disso, pode-se
fazer uma correlacdo direta entre a disponibilidade de clorofila a observada na amostra e o
crescimento no numero de células presentes no meio, tornando este método de medi¢ao um
método indireto de analise de crescimento da biomassa de um cultivo (SANTOS-BALLARDO
etal.,2015).

4.2 Caracteriza¢ao da biomassa microalgal

A andlise elementar da biomassa de C. infusionum revelou que, nas condi¢des de
cultivo utilizadas, o percentual de proteinas totais obtidas foi de, em média, 27,32% (Tabela
2). O dado corrobora com trabalhos encontrados na literatura envolvendo a biomassa de
espécies pertencentes ao género Chlorococcum, como o de Mathimani et al. (2023), que obteve
um percentual de 27,3% de proteinas totais. No entanto, € um grau percentual baixo, quando
comparado ao obtido por outras espécies, como Arthrospira platensis € Chlorella vulgaris
(MOLINO et al., 2018).

De acordo com Soto-Sierra, Stoykova e Nikolov (2018), o acimulo de proteinas
em sistemas fotoautotroficos depende da fonte de nitrogénio e da proporcao de carbono e
nitrogénio disponiveis no meio de cultivo. No entanto, ndo s a presenca, como a quantidade
de nitrogénio disponivel também ira influenciar no rendimento de alguns compostos. Em baixas
concentragdes, pode ocasionar condi¢des de estresse, favorecendo o acimulo de lipidios na
biomassa. Em altas concentragdes, causa envenenamento por amonio, podendo causar danos as
células microalgais (DAL QIU e FORCHHAMMER, 2014).

Por sua vez, a biomassa apresentou um elevado teor de lipidios (37,82%). O indice
de obtencdo de determinados compostos pode ser justificado com base na quantidade de macro
e micronutrientes disponibilizados pelo meio de cultivo utilizado (KAREMORE, PAL e SEN,
2013). O trabalho de Kirrolia, Bishnoi e Singh (2012) fez uma andlise comparativa do
crescimento de Chlorococcum sp. em cinco meios diferentes. O maior teor lipidico foi
alcangado pela cepa cultivada em meio BBM, em decorréncia de uma concentracio de nitrato
inferior aos outros meios, favorecendo o acumulo lipidico. Isso sugere que a escolha do meio
possa ter favorecido o acimulo de lipidios na biomassa de C. infusionum. O teor de carboidratos
obtido foi inferior ao obtido pelo trabalho de Mathimani et al. (2023), que obteve um indice de

63,7% de uma cepa de Chlorococcum sp. cultivada por 24 dias em meio BBM.



52

Tabela 2 — Analise elementar da biomassa microalga de C. infusionum com base na massa
seca.

Constituinte Teor na biomassa (%)
Umidade 4,15+ 0,51
Cinzas 5,68 +0,32
Fibra bruta 8,13 +0,28
Lipideos 37,82 +0,63
Proteinas totais® 27,23+ 0,98
Carboidratos® 16,99

Fonte: Elaborado pela autora (2024). Legenda: *Nitrogénio total x 6,25; ®Valor obtido por diferenga.

4.3 Determinacio de fendis totais

O EBCi apresentou 2.91 + 0,27 mg de EAG/g de peso seco (valores em mg de
equivalente de acido gélico (EAG) por grama de peso seco). A maior parte da literatura sobre
compostos fendlicos de microalgas concentra-se no contetido total de fenodis. Del Mondo et al.
(2021) realizou andlises comparativas do conteido fendlico total (CFT) em microalgas
disponiveis na literatura atual e observou uma alta variabilidade do CFT entre microalgas
pertencentes a0 mesmo género e entre cepas da mesma espécie. E o que se observa no trabalho
desenvolvido por Choochote e Suklampoo (2013), em que foram encontrados valores varidveis
de CFT para cepas de Chlorococcum sp. (7 mg de EAG/g a 29,1 mg de EAG/g).

Essas variagdes quanto ao conteido de CFT podem ser atribuidas a diversos
motivos, como: a quimiodiversidade entre espécies, diferentes metodologias analiticas de
extragdo, estado fisioldgico das cepas, modo de cultivo, entre outros (DEL MONDO et al.,
2021). Os compostos fendlicos estdo envolvidos na resposta ao estresse ambiental (SMERILLI
et al., 2019; CARDOSO et al., 2020), ou seja, seu rendimento estd associado a fatores que
afetam o crescimento e o estado fisiologico das células de microalgas, como salinidade,
irradiacdo UV, intensidade da luz e disponibilidade de nutrientes (CONNAN et al., 2006). No
entanto, o nimero reduzido de estudos neste campo, especialmente envolvendo microalgas,

impede a possibilidade de tirar conclusdes mais robustas.
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4.4 Extracio de proteinas soliveis do extrato bruto de C. infusionum

A preparagdo do extrato bruto de C. infusionum, EBCi, envolveu a combinagdo de
diferentes métodos de lise celular, como ciclos de congelamento/descongelamento,
ultrassonicagdo e maceracdo com nitrogénio liquido, fato que favorece o processo de
rompimento celular (WANG e ZHANG, 2012).

O ciclo de congelamento/descongelamento ¢ um método de lise ameno e envolve a
formacao de cristais de gelo que causam injurias a parede celular microagal, e iniciam o
processo de rompimento da parede celular. Por sua vez, o processo de sonicagdo da amostra,
um método de lise baseado na cavitacao de bolhas por ondas de ultrassom que promovem uma
ruptura inespecifica da barreira da superficie celular (KRISHNAMOORTHY et al., 2023), ¢
capaz de causar um aumento significativo na porcentagem de proteina recuperada durante o
processo de extragcdo. (PHONG et al., 2018) e ¢ uma das técnicas que apresenta elevada
eficiéncia na extracdo de compostos bioativos das microalgas (AL-ZUHAIR et al., 2017).

A eficiéncia do processo de extracdo foi avaliada a partir da concentracao de
proteinas soluveis do extrato bruto, obtida pelo método de Bradford (1976), e da andlise
qualitativa do perfil protedmico, feita a partir da andlise por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) em diferentes concentragdes e em condigdes desnaturantes.

A concentragdo de proteinas soluveis no EBCi foi de 1,12 mg de proteina/mL de
extrato, indicando um teor de proteina de 22,4 mg no extrato bruto total. A figura 10 exibe o
perfil eletroforético de FPCi, onde ¢ possivel visualizar regides de proteinas mais abundantes
na parte superior do gel, com massas moleculares aparentes entre 97 e 45 kDa. O background
aparente no gel foi formado pela possivel presenca de compostos interferentes, como lipidios

e/ou carboidratos, predominantes do processo de extragao.
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Figura 10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) sob condi¢des desnaturantes, do

extrato de proteinas soluveis de C. infusionum.
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Legenda. Raia 1: FpCi (20 pg). Raia 2: Marcadores de massa molecular (fosforilase B—97,0 kDa; albumina
sérica bovina — 66,0 kDa; ovoalbumina — 45,0; anidrase carbonica bovina — 29,0; inibidor de tripsina de
soja tipo Kunitz — 20,1 e a-lactalbumina — 14,4 kDa. Fonte: elaborado pela autora.

4.5 Obtencao das proteases de C. infusionum

A purificagdo parcial da fragdo protedsica, FPCiT-P3, se deu pela utilizagdo de
técnicas de cromatografia em etapas subsequentes, sendo cromatografia de exclusdo molecular,
para separacdo de proteinas com base no seu tamanho, e cromatografia do tipo troca-idnica,
para separacdo com base na sua carga.

O cromatograma obtido pela exclusdao molecular (Grafico 3) apresenta um primeiro
pico de coleta ainda no inicio do processo de purificagdo da amostra. Esse dado corrobora com
o perfil protedmico do extrato bruto de C. infusionum, observado por SDS- PAGE (12,5%) na
etapa anterior, que indicou uma predominancia de proteinas com maior massa molecular. Uma
vez que o tempo para desenvolvimento do trabalho era curto, foi estabelecido que o primeiro
pico observado no cromatograma, denominado FPCiE-P1, seria utilizado nas etapas posteriores
por apresentar uma maior concentracao de proteinas com relagao aos outros picos. Sendo assim,
FPCiE-P1 foi coletado, dialisado e submetido a uma segunda etapa cromatografica. As fracdes
correspondentes ao pico FPC/E-P1 foram analisadas por SDS-PAGE (12,5%) na Figura 11.
Conforme o resultado obtido, foi observado no gel um padrao de bandas proteicas com massas

moleculares aparentes variando de 35 a valores superiores a 97 kDa. As proteases, assim como
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outras enzimas de origem vegetal, podem ter uma ampla gama de massas moleculares,

dependendo da sua natureza especifica e de sua estrutura (GONCALVES et. al, 2016).

Grifico 3 - Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sephadex G-100 (0,8 X 100
cm) acoplada ao sistema FPLC AKTA pure.
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Legenda: A matriz previamente foi equilibrada com tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, contendo NaCl 100 mM e
eluida com o mesmo tampdo. As fragdes foram coletadas com um fluxo de 1 mL /min. Fonte: Elaborado pela
autora.

Figura 11 — SDS-PAGE (12,5 %) sob condic¢des redutoras da FPCiE-P1.
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Legenda: Raia 1: Marcadores de massa molecular (fosforilase B — 97,0 kDa; albumina sérica bovina — 66,0 kDa;
ovoalbumina — 45,0; anidrase carbonica bovina — 29,0; inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz — 20,1 e a-
lactalbumina — 14,4 kDa. Raia 2: fragdes referentes ao FPCiE-P1. Fonte: Elaborado pela autora.
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A aplicagdo de FPCiE-P1 em cromatografia de troca ionica em matriz de DEAE-
Sephacel, para a obtencdo de uma fracdo protedsica purificada, obteve um maior rendimento
observado no pico F3 (Grafico 4), o qual apresentou um rendimento de 76,95 ugP/mL. Por
conta do tempo de trabalho, os demais picos nao foram explorados nas etapas posteriores deste
trabalho. Portanto, o pico F3, denominado FpCiT-P3, foi dialisado, para a retirada do tampao
de eluigdo, liofilizado e armazenado a -20 °C para utilizagdo nas etapas posteriores.

Foi observada a presenca de quatro bandas na raia correspondente a fragdo FPCiT-
P3 (Figura 12), indicando a presenga de mais de uma protease na fracdo parcialmente
purificada. De acordo com o cromatograma apresentado no Grafico 4, observa-se que o perfil
de eluicdo apresenta picos muito proximos, o que pode indicar a presenca de isoformas e/ou
sobreposi¢oes de proteases correspondentes aos outros picos nao utilizados neste trabalho. Para
comprovagao desta hipdtese, seria necessaria a realizagao de protocolo de atividade proteolitica
em cada pico coletado, para a observagao da presenca de atividade enzimdtica ou ndo. A
presenca de mais de uma banda no gel pode, ainda, sugerir que a FPCiT-P3 possui mais de uma
subunidade. Na presenca de B-mercaptoetanol, essas subunidades sdo separadas devido a

quebra das ligag¢des dissulfeto e, por isso, aparecem separadas no gel.

Grafico 4 - Cromatografia de troca idnica da fracdo FPCiT-P3 em coluna de DEAE-
Sepharose™ Fast Flow (2,1 cm x 15 cm) acoplada ao sistema FPLC AKTA pure.
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Legenda: Foiusado um gradiente linear de 0 a 1,0 M NaCl em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,0. Fonte: elaborado
pela autora.
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Figura 12 — SDS-PAGE 12,5 % (A) e 10% (B) sob condi¢des redutoras da FPCiT-P3.
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Legenda: (A): Raia 1 - Marcadores de massa molecular (fosforilase B — 97,0 kDa; albumina sérica bovina — 66,0
kDa; ovoalbumina — 45,0; anidrase carbdnica bovina — 29,0; inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz — 20,1 ¢ a-
lactalbumina — 14,4 kDa); Raia 2: FPCiT-P3 (30 pg). (B): Raia 1 - FPCiT-P3 (24 ng); Raia 2: Marcadores de
massa molecular (Miosina de coelho — 200,0 kDa; betagalactosidade — 116,0 kDa; fosforilase B — 97,0 kDa;
albumina sérica bovina — 66,0 kDa; desidrogenase glutdmica — 55,0; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase — 36,0
kDa; anidrase carbonica bovina — 29,0 kDa; tripsinogénio bovino — 24,0 kDa; inibidor de tripsina de soja tipo
Kunitz — 20,1 kDa. Fonte: Elaborado pela autora.

4.6 Atividade proteolitica de FPCiT-P3

A fracdo FPCiT-P3 exibiu uma atividade proteolitica especifica de 116,38
UAP/mg/min e rendimento de 6982,95 unidades de atividade proteolitica por grama de
biomassa fresca (Tabela 3). A analise do padrao de bandas da fragdo FPCiT-P3, conforme
ilustrado na Figura 12, sugere a possivel presenca de isoformas dentro da fracdo investigada.
A Figura 13 exibe o zimograma, um gel SDS-PAGE onde a gelatina atua como substrato, no
qual as proteases foram previamente tratadas sob diferentes condigdes antes de sua aplicacao
na matriz de poliacrilamida. O resultado obtido (indicado pelo perfil em claro no gel escuro)
revela que, mesmo em baixas concentragdes (2,5 pg), FPCiT-P3 demonstra uma consideravel
atividade proteolitica, resultando em uma aparéncia "arrastada" no gel, ao invés de um padrao
de bandas mais distintas. Além disso, o resultado indica que o FPCiT-P3 mantém sua atividade

na presenca de SDS e mesmo ap6s aquecimento até 50 °C.
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Tabela 3 - Atividade Proteolitica de FPCiT-P3 e suas diluigdes em tampao PBS, pH 7,0.

Atividade total Atividade total Atividade
Amostra UAP (UAP/mL) (UAP/mg de especifica
Proteina) (UAP/mg/min)
FPCi 0,800 £ 0,089 40 +2,88 30,27 £ 0,657 0,5045+ 0,119
FPCiT-P3
21,467+1,49 1073,33 £ 19,98 6982,95 + 22,73 116,3852 + 4,55
(1 mg/mL)
FPCiT-P3
9,367 +0,52 468,33 +£30,41 7202,66 + 39,43 120,0443 + 6,73
(0,5mg/mL)
FPCiT-P3
4,233 +0,81 211,66 + 40,41 8501,43 + 47,04 141,6905 + 9,62
(0,25mg/mL)

Legenda: Média + desvio padrio de trés analises, cada uma em triplicata. Fonte: elaborado pela autora.

Figura 13 — Zimograma em gel de poliacrilamida (12,5%) acrescido de gelatina 0,1% de

FPCiT-P3.

Legenda: Raia 1: Tripsina (controle) - 3 pg; Raia 2: FPCiT-P3, em tampao nativo + SDS (10 pg); Raia 3: FPCiT-
P3, em tampao nativo + SDS (5 pg); Raia 4: FPCiT-P3, em tampao nativo + SDS (2,5 pg); Raia 5: - ; Raia 6:
FPCiT-P3, pré-aquecida a 50 °C (10 ug); Raia 7: FPCiT-P3, em tamp&o nativo (10 pg); Raia 8: Tripsina (controle) -
3 pg. Fonte: elaborado pela autora.

A literatura apresenta poucos estudos conduzidos sobre enzimas proteoliticas
biossintetizadas por microalgas, entre eles, o trabalho de Costa e Silva et al. (2017), que avaliou
a producdo de enzimas proteoliticas em Chlorella vulgaris cultivada em meio BBM
suplementado com residuo agroindustrial de baixo custo. As proteases obtidas apresentaram
uma atividade maxima total de 292 UAP/mL, um valor inferior ao obtido por FPCiT-P3, que

teve uma atividade maxima total de 1073,33 UAP/mL.
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Lockau et al. (1988) investigaram a produ¢do de uma protease em Anabaena
variabilis, dependente de calcio e com caracteristicas semelhantes as da tripsina. Em estudos
posteriores, Nanni et al. (2001) e Yada et al. (2005) caracterizaram proteases isoladas de A.
platensis, que demonstraram capacidade de realizar a proteolise seletiva de ficobiliproteinas. E
importante ressaltar que os resultados dessas pesquisas ndo podem ser diretamente comparados
ao presente estudo devido a utilizagdo de metodologias distintas. No entanto, eles destacam o
potencial das microalgas como fonte de prospec¢do de proteases e indicam a escassez de

estudos nesse campo de pesquisa no periodo atual.

4.7 Caracterizacao da Atividade Proteolitica de FPCiT-P3

4.7.1 Efeito de Inibidores

O ensaio de inibi¢do foi conduzido em duas faixas de pH para uma avaliagdo mais
precisa de cada grupo inibidor. Conforme apresentado na Tabela 4, observou-se que a FPCiT-
P3 ndo sofreu inibigdo significativa na presenga de lodoacetamida (94,43% de atividade
proteolitica residual) e Pepstatina A (93,72% de atividade residual), sugerindo que FP CiT-P3
ndo pertence aos grupos de proteases cisteinicas e asparticas, respectivamente. Por outro lado,
constatou-se que o FPCiT-P3 teve sua atividade proteolitica inibida em 51,98% e 61,90%
quando incubada previamente com EDTA (10 mM) e PMSF (5 mM), respectivamente. Este
resultado sugere que a fracdo FPCiT-P3 pode possuir proteases pertencentes a duas classes:
metaloproteases e proteases serinicas.

Uma outra possibilidade considerada ¢ que FPCiT-P3 corresponda a uma protease
multimérica, possuindo mais de uma subunidade (NELSON e COX, 2019), uma vez que o
padrao de bandas observado em SDS-PAGE nao foi homogéneo (Figura 12). Nesse contexto,
cada subunidade poderia exibir diferentes perfis de especificidade de substrato e respostas aos
inibidores enzimaticos. Outra hipdtese levantada ¢ que a inibigdo parcial de FPCiT-P3 possa
ndo estar diretamente relacionada & quimica do sitio ativo, mas sim a estrutura da proteina
terciaria, que pode estar limitando a interacao entre a enzima e o inibidor.

Resultados semelhantes foram relatados por Niven (1995), que separou por
filtracdo em cromatografia de exclusdo molecular duas proteases de Anabaena flos-aquae com
diferentes especificidades de substrato entre si. Uma das proteases apresentou carater
multimérico e nao foi inibida totalmente por nenhum dos inibidores enzimaticos utilizados no

ensaio. Portanto, mais investigacdes sdo necessarias para determinar o mecanismo de
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resisténcia de FpCiT-P3 aos inibidores ou para elucidar a quimica do seu sitio ativo.

Tabela 4 - Atividade Proteolitica contra inibidores, em pH 5,0.

Atividade Atividade Atividade Atividade

Reduca
Amostra UAP total total especifica proteolitica e( 0;1 c);ao

(UAP/mL) (UAP/mg) (UAP/mg/min) residual (%) ¢
PMSF 32,500 1625 10203,22 170,05 58,34 41,6
EDTA 26,700 1335 8382,34 139,70 47,9¢ 52,1
Iodoacetamida 52,600 2630 16513,52 275,22 94 4> 5,6
Pepstatina A 52,200 2610 16387,94 273,13 93,7° 6,3
Ativ.
Proteolitica (s/ 55,700 2785 17486,75 291,44 1002 -
inibidor)

Legenda: Letras iguais representam valores que ndo diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 5 - Atividade Proteolitica contra inibidores, em pH 9,0.

Afivi Ativi Ativi
UAP vidade ; vidade total vidade vidade o ducio
Amostra (média) total (UAP/mg) especifica proteolitica (%)
(UAP/mL) g (UAP/mg/min) residual (%) ’
PMSF 28,800 1440 9041,62 150,69 38,14 61,9
EDTA 36,300 1815 11396,21 189,93 48,0° 52,0
Iodoacetamida 68,300 3415 2144246 357,37 90,3% 9,7
Pepstatina A 69,900 3495 2194477 365,74 92,5° 7,5
Ativ.
Proteolitica (s/ 75,600 3780 23734,26 395,57 1007 -
inibidor)

Legenda: Letras iguais representam valores que ndo diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.

4.7.2 Determinacdo do pH e da temperatura otimos de FPCiT-P3

Para a determinagdo do pH 6timo, foi utilizado o substrato inespecifico azocaseina.
A maior taxa de hidrolise foi alcangada quando a reagdo se deu em pH 7,0 (136,08
UAP/mg/min), ndo apresentando diferenca significativa em pH 8,0 (132,82 UAP/mg/min) e pH
9,0 (134,45 UAP/mg/min) (Tabela 6), sugerindo que as proteases presentes em FPCiT-P3

operam sob seu 6timo em faixas de pH neutra e/ou alcalinas. Sob condi¢des de pH mais acido
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a fracdo FPCiT-P3 apresentou baixa atividade proteolitica.

Proteases neutras sdo ativas e estaveis em pH neutro ou fracamente &cido/alcalino.
Proteases cisteinicas, metaloproteases e algumas proteases serinicas sao classificadas como
proteases neutras (AHANGARI et al., 2021). Esse grupo de enzimas possui aplicagdo na
industria alimenticia (DOS SANTOS AGUILAR e SATO, 2018), principalmente no ramo da
panificagdo (SINGH et al., 2016). No entanto, sdo menos aplicaveis que proteases alcalinas,
que t€m papéis essenciais nas industrias alimenticias e em aplicagdes terapéuticas (BANERJEE

e RAY, 2017).

Tabela 6 - Determinacdo do pH o6timo da atividade proteolitica de FPCiT-P3

Ativi fi
Atividade total Atividade total tividade especifica

Amostra UAP (média) (UAP/mL) (UAP/mg) (UAP/mg/min)
pH 5,0 13,8 690 4489,03 74,812
pH 6,0 17,5 873,35 5692,62 94,87°
pH 7,0 25,1 1255 8164,84 136,08°
pH 8,0 24,5 1225 7969,67 132,82¢
pH 9,0 24,8 1238 8067,26 134,45°¢

Legenda: pH 5,0 (acetato de s6dio, 50 mM); pH 6,0 e 7,0 (fosfato de s6dio, 50 mM); pH 8,0 (Tris-HCL, 50 mM);
pH 9,0 (glicina NaOH, 50 mM). 4 ug de FPCiT-P3 utilizados no ensaio. Letras iguais representam valores que ndo
diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. Fonte: elaborado pela autora.

Para a determinagdo da temperatura o6tima de catdlise de FPCiT-P3 também foi
utilizada a azocaseina como substrato de reagdo. Na Tabela 7 ¢ possivel observar que as
proteases exibiram baixa atividade catalitica, 24,67 ¢ 29,84 UAP/mg/min quando a reagao
ocorreu nas temperaturas de 70 e 80 °C, respectivamente. Diferentemente, nas temperaturas de
30, 40 e 50 °C foram obtidas atividades especificas de 146,43, 141,10 e 142,83 UAP/mg/min,
respectivamente. FPCiT-P3 atingiu um méaximo de atividade na temperatura de 60 °C (152,75
UAP/mg/min).

A atividade proteolitica aumentou progressivamente com o aumento da temperatura
até um ponto maximo em 60 °C, decaindo em temperaturas superiores (Tabela 7). A atividade
enzimatica geralmente aumenta com o incremento da temperatura devido as mudancas
conformacionais em seu sitio ativo (SALEHI, 2024). Em linhas gerais, ¢ comum observar que
a velocidade da reagdo aumenta de aproximadamente duas a trés vezes para cada aumento de

10 °C na temperatura (SALEHI, 2024). No entanto, a partir de um certo ponto, a atividade
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enzimatica tende a diminuir, indicando que um aumento na temperatura nem sempre ¢ vantajoso
(DUMAN & TEKIN, 2020). Isso se deve ao fato de que as estruturas tridimensionais das
enzimas sao sensiveis ao calor, podendo tornar-se instaveis e suscetiveis a desnaturagao em
temperaturas excessivamente elevadas. A desnaturacdo das enzimas em ambientes térmicos
extremos resulta em redugdes substanciais em suas taxas de reagdo, frequentemente levando a
perda significativa de sua atividade catalitica (DUMAN & TEKIN, 2020).

Destaca-se, portanto, que a temperatura 6tima para uma determinada protease deve
estar dentro de sua faixa de estabilidade térmica. Por conta disso, a temperatura ideal para
proteases varia consideravelmente e abarca uma ampla gama de valores. Na literatura,
encontram-se registros de proteases operando em temperaturas 6timas de 40 °C (da SILVA et
al., 2018), 45 °C (LO PIERO et al., 2002) e 50 °C (de OLIVEIRA et al., 2021; FERNANDES
et al.,2020; da SILVA et al., 2018; da SILVA et al., 2020; BADGUJAR; MAHAJAN, 2012).

Para esta analise, foram considerados apenas estudos que empregaram o mesmo
tempo de reagdo e substrato adotados no presente trabalho. Trabalhos envolvendo parametros
distintos indicam proteases com temperatura 6tima de reagdo variando de 40 a 85 °C (SALEHI,

2024).

Tabela 7 - Determinacdo da temperatura 6tima da atividade proteolitica de FPCiT-P3

Amostra UAP Atividade total Atividade total  Atividade especifica
(média) (UAP/mL) (UAP/mg) (UAP/mg/min)
25°C 22,300 1115 5519,25 91,98
30°C 35,500 1775 8786,25 146,43
40 °C 32,700 1635 8466,46 141,10
50°C 33,100 1655 8570,02 142,83
60 °C 35,400 1770 9165,52 152,75
70 °C 6,200 310 1480,42 24,67
80°C 7,500 375 1790,84 29,84

Legenda: Letras iguais representam valores que ndo diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey. 4
ug de FPCiT-P3 utilizados no ensaio. Fonte: elaborado pela autora.

4.7.3 Estabilidade de FPCiT-P3 em funcdo do pH e temperatura

A alta estabilidade em fungdo da temperatura e do pH ¢ um importante critério na

escolha de proteases para serem utilizadas em processos industriais (VIEILLE; ZEIKUS, 1996).
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Quando incubadas durante 30 min em todas as condi¢des de pH testadas, a fragdo FPCiT-P3
apresentou reducdes em suas atividades cataliticas (Tabela 8). A maior redug¢do ocorreu em
pHs mais acidos: 36,98% de reducdo da atividade proteolitica total em pH 3,0, 39,89% em
pH 4,0 e 41,53% em pH 5,0. Em pH neutro (7,0), a atividade proteolitica foi reduzida em
28,42% apo6s incubagdo por 30 minutos. Diferentemente do observado em valores de pH mais
acidos, em pHs mais alcalinos houve menor redugao na atividade proteolitica total. Nos pHs 8,0
e 9,0 as atividades foram reduzidas em 26,96% e 10,56%, respectivamente, apds 30 minutos de

incubacao nessas condigoes.

Tabela 8 - Estabilidade de FPCiT-P3 em funcao do pH.

Atividade Atividade Atividade

Atividade total , " Reducio
Amostras (UAP/mL) total especifica proteolitica (%)
(UAP/mg) (UAP/mg/min) residual E
(%)
pH 3,0 1728,35 9352,71 155,87 63,0 37,0
pH 4,0 1651,65 8920,21 148,67 60,1¢ 39,9
pH 5,0 1603,35 8676,94 144,61 58,54 41,5
pH 6,0 1938,35 10488.,01 174,80 70,7¢ 29,3
pH 7,0 1965 10623,17 177,05 71,6° 28,4
pH 8,0 2005 10839,41 180,65 73,0¢ 27,0
pH 9,0 2455 13272,20 221,20 89,4° 10,6
S/ incubacao 2743,35 14840,001 247,33 100? -

Legenda: Letras iguais representam valores que ndo diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.

Por sua vez, a incubacao prévia de FPCiT-P3 em diferentes temperaturas também
ocasionou redugdes na sua atividade proteolitica. Essa reducao foi proporcional ao aumento da
temperatura. Tais perdas de efeitos foram observadas a partir de 50 °C (52,25%), sendo ainda
mais pronunciadas na temperatura de 60 °C (87,84%). A partir da temperatura de 70 °C pode-
se dizer que houve perda total da atividade proteolitica de FPCiT-P3 (Tabela 9). Este fato pode

estar associado a ocorréncia de autdlise, visto que esse processo ¢ bastante comum em
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proteases, e depende de fatores como concentragdo, temperatura, tempo e ativadores (TOMAR

et al.,2008).

Tabela 9 - Termoestabilidade de FPCiT-P3.

.. Atividade total Atividade Atividade .
Atividade total . . Reducio
Amostras (UAP/mL) (UAP/mg de especifica proteolitica (%)
Proteina) (UAP/mg/min) residual (%) °

25°C 1605 8897,22 148,28 72,3 27,7
30°C 1535 8509,18 141,81 69,1° 30,9
40°C 1510 8370,60 139,51 68,0° 32,0
50°C 1060 5876,05 97,93 47,7° 52,2
60°C 270 1496,73 24,94 12,14 87,8
70°C 80 443,47 7,39 3,6° 96,4
80°C 30 166,30 2,77 1,3¢ 98,6

s/ incubagao 2220 12306,44 205,10 100? 0%

Legenda: Letras iguais representam valores que ndo diferiram significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborado pela autora.

4.7.4 Andlise de dicroismo circular

Como resultados das analises de CD, o espectro de dicroismo circular de FPCiT-
P3 apresentou duas bandas, uma banda positiva com um maximo de amplitude em 203 nm e
outra banda negativa com um maximo de amplitude em torno 209 nm. Segundo a literatura,
este espectro € caracteristico de proteinas com predomindncia de estruturas em folhas-f3
(KELLY e PRICE, 1997; WOODY, 1994). O cruzamento com a linha positiva ocorre proximo

a2ll nm.
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Grifico 5 — Dicroismo circular (CD) de FPCiT-P3 de C. infusionum.
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Legenda: As medidas foram realizadas utilizando aliquotas de 100 pL de solug@o proteica (contendo 30 pg de
FPCiT-P3) em tampao Tris-HCl 50 mM pH 7,0. Foram realizadas varreduras de 190 a 250 nm aplicando a
velocidade de 50 nm/min, registrando uma média 8 acumulag¢des. As medidas foram realizadas a 25 °C, utilizando

cubeta retangular de caminho 6ptico de 1 mm. Fonte: Elaborado pela autora.

No Grafico 6 foram observadas significativas alteragdes nas intensidades das
bandas negativas e positivas dos espectros de CD obtidos em pH 3,0 e pH 4,0. Nestes espectros,
nota-se a redugdo (em pH 4,0) e perda (em pH 3,0) da banda negativa com a intensidade minima
(219 nm) caracteristica de estruturas em folhas-B. Sabe-se que o pH afeta a forma, as

propriedades de carga, o posicionamento correto do substrato e a ionizacao das cadeias laterais

dos aminoacidos, tanto no local ativo, como em toda a estrutura enzima (PURICH, 2010).

Notadamente, em pH 3,0 a fragdo protease apresentou um espectro com perfil caracteristico de
desordenamento da estrutura secundaria, indicando que, neste pH, a protease sofreu
desnatura¢ao (KELLY e PRICE, 1997; WOODY, 1994). No entanto, na faixade pHde 5a 9
foram constatadas pequenas modificagdes nos espectros de CD, indicando que a fragdo protease

apresenta uma boa estabilidade conformacional, principalmente em condi¢des basicas, dado que

corrobora com os obtidos no item 4.6.3.
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Grafico 6 - Espectros de dicroismo circular (CD) de FPCiT-P3 em diferentes valores de pH.
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Legenda: As medidas foram realizadas utilizando aliquotas de 100 puL de solugdo proteica (contendo 30 pug da
fracdo protease) em tampao acetato-fosfato-borato 50 mM ajustado para diferentes valores de pH. Foram realizadas
varreduras de 190 a 250 nm aplicando a velocidade de 50 nm/min, registrando uma média 8 acumulagdes. As
medidas foram realizadas a 25 °C, utilizando cubeta retangular de caminho 6ptico de 1 mm. Fonte: elaborado pela
autora.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, foi demonstrado que a aplicagdo de métodos combinados de lise,
incluindo congelamento e descongelamento, maceragdo e ultrasonicagdo, foi eficaz na extracao
de proteinas hidrossoluveis da biomassa de Chlorococcum infusionum. A abordagem de
purificagdo parcial adotada destacou o potencial desta biomassa como fonte de enzimas
proteoliticas. As caracteristicas fisico-quimicas e a atividade enzimatica dessas proteases foram
parcialmente elucidadas através de andlises bioquimicas e espectroscopicas. Testes de inibicao
indicaram que a fragdo foi parcialmente inibida por inibidores especificos de proteases do tipo
serinicas e metaloproteases, sugerindo a presenga de diversas proteases na fragdo estudada.
Além disso, esta fracdo exibiu maior atividade catalitica em um ambiente de pH neutro a
alcalino, mas mostrou reducdao significativa da atividade em condigdes acidas e em
temperaturas elevadas. As estruturas predominantes da fragdo rica em proteases foram

identificadas como folhas-3.
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APENDICE A - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA BBM

Tabela 1 — Composi¢ao do meio de cultura BBM

Solugodes Componente Estoque mL de
Estoque/L
1 KH>PO4 0,75g/100mL 10
2 K>HPO4 1,75g/100mL 10
3 MgS04.7H,0 0,75g/100mL 10
4 NaNO; 2,5g/100mL 10
5 CaCl2.2H20 0,25g/100mL 10
6 NaCl 0,25g/100mL 10
7 NaEDTA-2H,O KOH 5 g/100 mL 3,1 1
g/100 mL
8 FeS04.7H,0+ SO4H> 0,498 g/100 mL 1
(d=1,8g/mL) H:BO3 0,1 mL/100 mL
9 ZnS0O4.7TH20 1,142 g/100 mL 1
10 MnCl..4H,O 0,441 g/25 mL 0,1
11 CuS04.5H0 0,73 g/25 mL 0,1
12 Co(NO3)2.6H20 0,79 g/25 mL 0,1
13 NaxMo0O4.2H,O 0,25 g/25 mL 0,1
14 Vitaminas F/2 0,59 g/25 mL Ver 0,1
15 solucdo estoque 1

&5

Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4); Fosfato de potassio dibasico (K2HPO4); Sulfato de magnésio hepta-

hidratado (MgS04.7H20); Nitrato de s6dio (NaNO3); Cloreto de calcio (CaCl2.2H20); Cloreto de sédio (NaCl);

EDTA di-hidratado (Na2EDTA<2H20); Hidroxido de potassio (KOH); Sulfato ferroso hepta-hidratado

(FeS04.7H20); Acido sulfarico (SO4H2); Acido borico (H3BO3). Solugdo de metal residual: Sulfato de zinco

heptahidratado (ZnS04.7H20); Cloreto de manganés tretra-hidratado (MnCl2.4H20); Sulfato de cobre

pentahidratado (CuSO4.5H20); Molibdato de sodio di-hidratado (Na2MoO4.2H20); Nitrato de cobalto (II)

(Co(NO3)2.6H20). Fonte: elaborado pela autora.



ANEXO A — COMPOSICAO VITAMINICA DO MEIO BBM

Tabela 1 — Composicao vitaminica do meio de cultura BBM

Substancia Solucio estoque Concentracao final no
(g/L) meio (mg/L)
Vitamina B12 (cianocobalamina) 0,0001 0,001
Biotina 0,0001 0,001
Thiamina 0,0200 0,200

Fonte: Stein, J. (ED.) Handbook of Phycological methods. Culture methods and growth measurements.
Cambridge University Press. 448 pp.
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